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RESUMO 
A exposição ao lipopolissacarídeo (LPS), no período gestacional pode 
comprometer e/ou alterar o desenvolvimento fetal e predispor a prole a 
prejuízos em sua fisiologia na vida adulta. Esses prejuízos podem estar 
relacionados à manifestação de patologias neuropsiquiátricas, alterações 
no comportamento e aumento do estresse oxidativo. O objetivo deste 
estudo foi avaliar o impacto do estressor imunogênico, aplicado durante 
o período gestacional, sobre o comportamento tipo-ansiedade e a 
atividade da Glutationa Redutase (GR) no córtex e hipocampo da prole 
adulta. As fêmeas gestantes foram expostas ao LPS (10µg/kg/i. p.) no 8º 
dia de gestação. No 45º dia de idade, as proles geradas foram 
submetidas a diferentes tratamentos: 1. expostas ao LPS (5µg/kg/i. p.), 
2. tratadas com PBS, 3. tratadas com midazolam (1mg/kg), 4. não 
manipuladas. Posterior ao período de 4 horas da exposição ao LPS ou 30 
minutos após o tratamento com midazolam, as proles foram avaliadas no 
Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Amostras de córtex e hipocampo 
foram coletadas 4 horas após a exposição ao LCE para análise da GR. 
Com o objetivo de avaliar o impacto da adoção cruzada (cuidados 
maternos) na prole adulta de camundongos submetidos ao modelo de 
exposição ao LPS na fase intra-uterina, proles de fêmeas expostas ao 
LPS durante o período gestacional foram adotadas por fêmeas não 
manipuladas e vice-versa. Os resultados mostraram que a exposição ao 
LPS durante a gestação provocou: 1. aumento do ganho de peso 
corporal nas proles após o desmame, de forma mais pronunciada nas 
proles fêmeas a partir do 33º dia de idade, 2. as proles apresentaram 
aumento dos parâmetros indicativos de ansiedade, 3. redução dos níveis 
de glutationa redutase nas proles machos no hipocampo, 4. O protocolo 
de adoção foi capaz de gerar aumento de ansiedade nos animais e 5. No 
protocolo de adoção cruzada um fenômeno de tolerância foi observado 
quando as proles foram expostas ao LPS na idade adulta. Desta maneira, 
verificamos que o LPS no período gestacional repercute em alterações 
metabólicas,comportamentais na prole adulta e na atividade 
antioxidante. 
 
Palavras-chave: lipopolissacarídeo, período gestacional, ansiedade, 
estresse oxidativo. 
 
 ABSTRACT 
Exposure to the Lipopolysaccharide (LPS), during pregnancy can 
compromise and / or alter fetal development, and predispose the 
offspring to losses in their physiology in adulthood. These losses can be 
related to the manifestation of neuropsychiatric disorders, changes in 
behavior, and increased oxidative stress. The objective of this study 
aims at evaluating the impact of immunogenic stressor applied during 
pregnancy, on the anxiety-like behavior and activity of glutathione 
reductase (GR) in the cortex and hippocampus of adult offspring. The 
pregnant females were exposed to LPS (10µg/kg/ip) on the eight day of 
gestation. At 45 days of age, the offspring were subjected to different 
treatments: 1. exposure to LPS (5µg/kg/i. p.), 2. treated with 
phosphate buffered saline (PBS), 3. treated with midazolam (1mg/kg), 4. 
not manipulated. Four hours after the exposure to LPS or thirty minutes 
after treatment with midazolam, the offspring were evaluated in the 
elevated plus maze. Cortex and hippocampus samples were collected for 
analysis of GR. In order to assess the impact of cross-fostering 
(maternal) in the adult offspring of mice subjected to the type of 
exposure to LPS in utero, offspring of females exposed to LPS during 
pregnancy were adopted by unmanipulated females and vice versa. The 
results of this study demonstrate that exposure to LPS during pregnancy 
leads to: 1. an increase in body weight gain in the offsprings post 
weaning, more pronounced in the female offspring from 33 day-old, 2. 
an increase on indicative parameters of anxiety-like behavior in the 
offsprings, 3. decreased levels of glutathione reductase in the 
hippocampus of male offsprings, 4. the protocol adopted was able to 
generate increased anxiety-like behavior in animals and 5. a 
phenomenon of tolerance was observed when the offspring were 
exposed to LPS in adulthood in the cross-fostering protocol. Thus, we 
found that very low dose of LPS during pregnancy reflected in 
metabolic and behavioral changes in the adult offspring and decreased 
antioxidant activity. 
 
Keywords: lipopolysaccharide, pregnancy, anxiety, oxidative stress. 
 
 
 LISTA DE FIGURAS 
 
 
 
 
Figura 1: Tempo de desenvolvimento fetal durante a gestação do rato, 
macaco e humano.. ................................................................................ 26 
 
Figura 2: O papel do estresse intra-uterino na unidade mãe-placenta-feto 
em humanos. ......................................................................................... 28 
 
Figura 3: Possíveis mecanismos de mediação de efeitos da infecção  
intra-uterina na função encefálica ......................................................... 31 
 
Figura 4: Ação da glutationa no sistema antioxidante. ......................... 36 
 
Figura 5: Média e erro padrão do ganho de peso corporal aferido no 
período pós-natal nas proles fêmeas e machos de camundongos gerados 
por fêmeas injetadas com LPS e por fêmeas não manipuladas ............. 51 
 
Figura 6: Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado (LEC) de 
proles geradas por fêmeas expostas ao LPS durante o período 
gestacional ............................................................................................ 54 
 
Figura 7: Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado (LEC) de 
proles geradas por fêmeas expostas ao LPS durante o período 
gestacional ............................................................................................ 55 
 
Figura 8: Comportamento no LEC de proles geradas por fêmeas 
expostas ao LPS durante o período gestacional e tratadas com 
midazolam na idade adulta .................................................................... 57 
 
Figura 9: Comportamento no LEC de proles geradas por fêmeas 
expostas ao LPS durante o período gestacional e tratadas com 
midazolam na idade adulta .................................................................... 58 
 
Figura 10: A atividade de glutationa redutase de proles geradas por 
fêmeas expostas e não exposta ao LPS durante o período gestacional, no 
hipocampo de proles machos e no hipocampo de proles fêmeas; no 
córtex frontal dos machos e no córtex frontal de proles fêmeas. .......... 62 
 
Figura 12: Comportamento no LEC de proles adotadas e tratadas com 
midazolam ............................................................................................. 64 
 
Figura 13: O comportamento no LEC de proles submetidas à adoção 
cruzada .................................................................................................. 66 
 
 
  
LISTA DE TABELAS 
 
 
 
Tabela 1: Representação do protocolo experimental do tratamento das 
proles. .................................................................................................... 45 
 
Tabela 2: Representação do protocolo experimental de adoção. .......... 47 
 
 
  
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 
%TAR - Porcentagem de tempo em avaliação de risco 
%TBA - Porcentagem de tempo nos braços abertos 
%TBF - Porcentagem de tempo nos braços fechados 
AC - Adoção cruzada 
ACTH - Hôrmonio Adrenocoticotrófico 
AMPA  - Receptor ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-
isoxazolepropiônico 
BDNF -Fator neurotrófico derivado do cérebro 
Cl- - Canal transmembrana de cloreto. 
CPF - Córtex Pré-Frontal 
CRH - Hormônio Liberador de Corticotrofina 
EMAR - Episódio Médio em Avaliação de Risco 
ERO - Espécie Reativa de Oxigênio 
GCs - Glicocorticóides 
GFAP  - Proteína glial fibrilar ácida 
GPx - Glutationa Peroxidase 
GR - Glutationa Redutase 
GSH - Glutationa Reduzida 
GSSG - Glutationa Oxidada 
H2O2  - Peróxido de Hidrogênio  
HPA - Hipotálamo-Pituitária-Adrenal 
INF - Interferon 
IL - Interleucina 
IP - Intraperitoneal 
LEC - Labirinto em Cruz Elevado 
LPS - Lipopolissacarídeo de Escherichia coli 
NA - Noradrenalina 
NBA - Número de entradas nos braços abertos 
NBF - Número de entradas nos braços fechados 
NC - Número de entradas no centro 
NDPH 
-Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 
NK - Células Natural Killer 
NMDA 
NRFs 
- Receptor N-metil D-Aspartato 
- Fatores Respiratórios Nucleares 
NRISCO  - Número de avaliações de risco 
PBS - Solução Salina Tamponada com Fosfato 
Poly I:C 
PPAR 
- Ácido poli- inosínico: policitidílico 
- Receptor Proliferador Ativador de Peroxissoma  
PVN - Núcleo Paraventricular do Hipotalâmico 
RGs - Receptores Glicocorticóides 
RMs - Receptores Mineralocorticóides 
SNA - Sistema Nervoso Autônomo 
SNC - Sistema Nervoso Central 
SNP - Sistema Nervoso Parassimpático 
SNS 
TFAM 
- Sistema Nervoso Simpático 
- Fator de Transcrição Mitocondrial 
TNF 
TPM 
- Fator de Necrose Tumoral 
-Tensão Pré Menstrual 
TRE - Receptor Relacionado ao Estrogênio  
 
  
 
SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO ................................................................................ 23 
1.1 Mecanismos biológicos do estresse ................................................ 23 
1.2 Desenvolvimento fetal .................................................................... 24 
1.3 Mecanismos transplacentários do estresse intra-uterino ................. 27 
1.4 Mecanismos transplacentários do estresse pré-natal por LPS ......... 29 
1.5 Efeito pós-natal do estresse intra-uterino induzido pelo LPS ......... 32 
1.6 O estresse oxidativo e o estresse pré-natal ...................................... 34 
1.7 Peso corporal e os modelos de estresse no período intra-uterino .... 36 
1.8 Mecanismos de ação do midazolam, e o efeito ansiolítico sob 
condições de estresse ............................................................................ 38 
2 OBJETIVOS ..................................................................................... 41 
2.1 Objetivo geral .................................................................................. 41 
2.2 Objetivos específicos ...................................................................... 41 
3. MATERIAL E MÉTODOS............................................................ 43 
3.1 Animais ........................................................................................... 43 
3.2 Acasalamento dos animais .............................................................. 43 
3.3.1 Exposição de fêmeas prenhas ao estressor imunogênico – LPS. . 44 
3.3.2 Tratamento das proles ................................................................. 44 
3.3.3 Exposição das proles ao labirinto em cruz elevado (LEC) .......... 45 
3.4 Adoção cruzada (cross-fostering) ................................................... 45 
3.4.1 Tratamento de fêmeas prenhas biológicas ou adotivas e proles. . 46 
3.4.2 Exposição das proles submetidas à adoção cruzada no Labirinto 
em Cruz Elevado (LEC). ....................................................................... 47 
3.5 Teste no Labirinto em Cruz Elevado .............................................. 47 
3.6 Atividade da glutationa redutase ..................................................... 48 
3.7 Análise Estatística ........................................................................... 49 
4 RESULTADOS ................................................................................ 51 
4.1 Avaliação do peso corporal nas proles geradas por fêmeas expostas 
ao LPS ................................................................................................... 51 
4.2 Análise do comportamento do tipo ansiedade................................. 52 
4.2.1 Porcentagem de tempo nos braços abertos (%TBA) ................... 52 
4.2.2 Porcentagem de tempo em avaliação de risco (%TAR) ............... 52 
4.2.3 Análise do número de avaliação risco (Nrisco) ........................... 53 
4.2.4 Episódio médio de avaliação de risco (EMAR) ........................... 53 
4.2.5 Ambulação .................................................................................... 53 
4.3 Midazolam e exposição ao LPS no período gestacional ................. 56 
4.4 A atividade da GR e exposição ao LPS no período gestacional ...... 59 
4.5 Adoção e exposição ao LPS no período gestacional ....................... 61 
4.6 Adoção e exposição ao Midazolam na idade adulta ........................ 62 
4.7 Adoção cruzada (Cross Fostering) .................................................. 64 
5. DISCUSSÃO .................................................................................... 67 
6 CONCLUSÕES ................................................................................ 75 
7. REFERÊNCIAS .............................................................................. 77 
 
 
 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
1.1 Mecanismos biológicos do estresse 
A manutenção da vida ocorre através de mecanismos complexos 
de equilíbrio dinâmico entre o meio interno e externo, chamados de 
homeostasia. Os mecanismos fisiológicos podem ser desafiados 
constantemente por alterações intrínsecas e extrínsecas chamadas de 
estresse (ver revisão em Charmandari et al., 2005). Em resposta ao 
estresse, o organismo promove uma série de processos adaptativos 
através da ativação do eixo Hipotálamo-Hipófise Adrenal (HPA) (ver 
revisão em Herman et al., 2003), além de regiões tronco-encefálicas e 
do núcleo autonômico pré-ganglionar simpático (ver revisão em 
Chrousos, 2007). 
A ativação do eixo HPA ocorre inicialmente através da secreção 
do Hormônio Liberador de Corticotropina (CRH) e do hormônio 
Arginina Vasopressina (AVP), sintetizados nos neurônios do Núcleo 
Paraventricular do hipotálamo (PVN). A secreção do CRH ocorre 
através do sistema porta hipofisário na eminência mediana e estimula a 
secreção do Hormônio Adrenocorticotrófico (ACTH). (ver revisão 
Chrousos, 2007) O ACTH hipofisário presente na circulação agirá no 
córtex da adrenal, sendo esse seu principal alvo. A região fasciculada do 
córtex da adrenal e reticular, após a ligação do ACTH, promoverá a 
liberação dos Glicocorticóides (GCs), além de participar da secreção de 
aldosterona na zona glomerulosa (ver revisão em Herman et al., 2003; 
ver revisão em Chrousos, 2007; ver revisão em Charmandari et al., 
2005).  
O controle do eixo HPA ocorre principalmente pelo hipocampo 
que, por sua vez, desempenha importante papel de inibição na alça de 
retro alimentação do eixo HPA (ver revisão em Duman e Monteggia, 
2006; ver revisão em Cottrell and Seckell 2009; Hemmerle et al., 2008). 
O Córtex Pré-Frontal (CPF), juntamente com o hipocampo, também 
possui papel inibitório sobre o eixo HPA e consequentemente no 
controle comportamental (Dias-Ferreira et al., 2009). No entanto, a 
amígdala estabelece conexões excitatórias sobre o eixo HPA, 
importantes nos comportamentos relacionados ao medo e ansiedade (ver 
revisão em Ulrich-Lai e Herman, 2009; ver revisão em Hemmerle et al., 
2008). 
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As regiões tronco-encefálicas possuem também grande 
participação na resposta ao estresse. O Locus Coeruleus, localizado na 
região da ponte, é uma das principais regiões que promovem a secreção 
de noradrenalina no SNC (ver revisão em Chrousos, 2007). O sistema 
nervoso autônomo é ativado rapidamente na resposta de alerta e a 
ativação simpática na medula da adrenal promove a liberação de 
adrenalina e de noradrenalina na circulação sanguínea (ver revisão em 
Chrousos, 2007). 
As principais alterações no organismo promovidas pelas 
catecolaminas são: 1. manutenção do suprimento sanguíneo e, 
consequentemente, a oxigenação e nutrição para o encéfalo, músculo 
cardíaco e esquelético; 2. aumento da produção de energia através do 
recrutamento de substratos como glicose, ácidos graxos e aminoácidos, 
de regiões de armazenamento de combustível do corpo (isto é, fígado, 
tecido adiposo e músculo esquelético) e gliconeogênese hepática e 3. 
disponibilizar Adenosina Trifosfato (ATP) para os tecidos vitais em 
detrimento dos outros, ou seja, gônadas e trato gastrointestinal (ver 
revisão em Charmandari et al. 2005). 
Os receptores de glicocorticóides estão localizados em várias 
regiões límbicas, como o CPF, hipocampo, estriado, núcleo accumbens 
e mesencéfalo ventral e estão envolvidos em patologias neurológicas. O 
hipocampo desempenha um papel importante nos processos 
mnemônicos e está envolvido nos estados alterados de humor. Por 
possuir grande quantidade de receptores para glicocorticoides, o estresse 
pode causar atrofia dendrítica e consequentemente prejuízos envolvidos 
com a sua função. A amígdala, contrariamente, possui aumento da 
complexidade dendrítica, e está associada ao aumento do 
comportamento de ansiedade medo e depressão (ver revisão em 
Hemmerle et al., 2008). 
 
 
1.2 Desenvolvimento fetal 
Em humanos o processo de neurulação inicia no período inicial 
da gestação. A notocorda que define o eixo primitivo do embrião 
induzirá o tecido ectodérmico para a formação da placa neural. Esse 
processo ocorre aproximadamente na segunda semana da gestação 
humana (ver revisão em Rice e Barone, 2000).   
No período final da terceira semana, a movimentação e fusão das 
dobras neurais darão início na formação do tubo neural (ver revisão em 
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Rice e Barone, 2000).  A formação completa do tubo neural ocorre 
aproximadamente no 11º dia e no 26-28º dia de gestação, 
respectivamente em ratos e em humanos (Figura 1) (ver revisão em Rice 
e Barone, 2000; ver revisão em Charil et al., 2010). Posteriormente, a 
neurogênese e migração de neuroblastos no prosencéfalo, mesencéfalo e 
rombencéfalo marcam a formação inicial de áreas específicas do SNC 
(ver revisão em Rice e Barone, 2000; ver revisão em Charil et al., 2010). 
Essa formação inicia no período inicial da segunda semana de gestação 
em roedores (7º dia em camundongos e 9,5 º dia em ratos) e no primeiro 
mês de gestação em humanos (ver revisão em Rice e Barone, 2000). 
As regiões romboencefálicas, como a ponte e o bulbo possuem 
importantes núcleos motores e sensoriais e sua maturação coincide com 
o desenvolvimento embrionário crânio-facial, tanto em humanos como 
em ratos. O período de maturação dessas áreas ocorre no 10-16º dia e na 
3-7,5º semana de desenvolvimento, em ratos e roedores, 
respectivamente. O cerebelo surge a partir dos lábios dorsais da região 
posterior do encéfalo, sendo a última região romboencefálica a se 
formar, em ambos roedores e humanos (ver revisão em Rice e Barone, 
2000) e seu desenvolvimento e maturação continua após o nascimento 
(ver revisão em De Graaf-Peters e Hadders-Algra, 2006). 
A região tegmentar mesencefálica inclui o colículo superior e 
inferior, que prolifera e diferencia-se durante o período embrionário, 
tanto em ratos quanto em humanos. O tecto do mesencéfalo continua o 
seu desenvolvimento no período pós-natal com aumento da 
sinaptogênese e das principais estruturas aferentes e eferentes (ver 
revisão em Rice e Barone, 2000). 
Os núcleos do hipotálamo e do tálamo desenvolvem-se no final 
do período embrionário e início do período fetal, tanto em ratos quanto 
em humanos.  O córtex, o neocórtex (ver revisão em Rice e Barone, 
2000), a região hipocampal e o bulbo olfatório apresentam maior 
neurogênese na primeira metade da gestação em humanos e seu 
desenvolvimento continua após o nascimento (ver revisão em De Graaf-
Peters e Hadders-Algra, 2006; ver revisão em Rice e Barone, 2000) com 
proliferações da glia e pequenos neurônios, tanto em humanos como em 
ratos (ver revisão em Rice e Barone, 2000). 
A migração de neuroblastos indiferenciados ocorre 
aproximadamente na segunda semana de gestação (em roedores) e no 
primeiro mês (em humanos), diferencia-se em neurônios ou células 
gliais, dependendo da interação com sinais intra e extracelulares. Tanto 
a diferenciação e a sinaptogênese continuam no período pós-natal (ver 
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revisão em De Graaf-Peters e Hadders-Algra, 2006; ver revisão em Rice 
e Barone, 2000; ver revisão em Charil et al., 2010). 
Após a diferenciação celular, observa-se o início do processo de 
mielinização. Em ratos, o processo de mielinização inicia-se na segunda 
semana pós-natal e em seres humanos durante o último trimestre de 
gestação, continuando até a adolescência, em ambos, roedores e 
humanos (ver revisão em De Graaf-Peters e Hadders-Algra, 2006; Rice 
e Barone, 2000; ver revisão em Charil et al., 2010). Em ratos, a 
maturação sináptica continua após o parto, nas primeiras três semanas.  
Em macacos e em seres humanos, essa maturação se estende até o 
período da adolescência (ver revisão em De Graaf-Peters e Hadders-
Algra, 2006;  ver revisão em  Rice e Barone, 2000; ver revisão em 
Charil et al., 2010). 
É importante ressaltar que se a proliferação celular for afetada, a 
migração e a diferenciação celular também sofrem alterações (Rice e 
Barone, 2000; ver revisão em Charil et al., 2010). As endotoxinas 
prejudicam o desenvolvimento encefálico que, por sua vez, promove 
alterações na plasticidade neural, interferências no grau de mielinização 
dos neurônios e na citoarquitetura do córtex pré-frontal e hipocampo. Se 
tal prejuízo ocorrer no momento da diferenciação celular ou na fase 
inicial da gestação, momento esse da proliferação celular ou da 
migração, todas essas ocorrências resultarão em potenciais alterações 
morfológicas localizadas na mesma região encefálica (ver revisão em 
Charil et al., 2010). 
 
 
Figura 1: Tempo de desenvolvimento fetal durante a gestação do rato (21,5 
dias), macaco (165 dias) e humano (270 dias). (Modificado de Charil et al. 
2010). 
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1.3 Mecanismos transplacentários do estresse intra-uterino 
A exposição materna ao estresse pode alterar as respostas do 
indivíduo (feto) no período de desenvolvimento intra-uterino.  O 
estresse pré-natal é capaz de estimular o eixo HPA materno e esse 
produzir um aumento do CRH  placentário para a corrente sanguínea. O 
CRH placentário atinge o encéfalo fetal (Figura 2) pela ativação de 
receptores CRH, prejudicando as áreas hipocampais, parahipocampal e 
límbicas por possuírem grande quantidade de receptores para CRH  (ver 
revisão em Charil et al. 2010). 
Um aumento progressivo nos níveis de CRH do plasma fetal é 
observado em decorrência do estresse intra-uterino. Diferentemente da 
produção do CRH hipotalâmico, que é suprimido pela liberação do 
cortisol, o CRH placentário aumenta com a liberação dos GCs (ver 
revisão em Charil et al. 2010). A hiperatividade do eixo HPA fetal é 
mediada pela expressão reduzida de receptores de glicocorticóides  no 
hipocampo, resultando no baixo controle de retroalimentação 
negativa da atividade do eixo HPA (ver revisão em Cottrell e Seckel, 
2009). O hipocampo é a estrutura central contendo um maior número de 
receptores para glicocorticóides e mineralocorticoides, motivo pelo qual 
é mais sensível a ação dos GCs, o que está relacionado a disfunções 
psiquiátricas como a depressão (ver revisão em Reul et al., 2000).   
Devido à disponibilidade temporal e espacial de receptores para 
glicocorticóides e mineralocorticóides durante o desenvolvimento 
gestacional em áreas do encéfalo, o indivíduo pode responder 
consequentemente de forma diferente ás manipulações com 
glicocorticóides sintéticos aplicados durante determinado período 
gestacional (Owen e Matthews, 2003). Segundo Koenig et al., 2005, o 
período final da gestação é de vulnerabilidade máxima para os 
transtornos neuropsiquiátricos, como a esquizofrenia, e é nesse período 
em ratos que ocorre a expressão dos receptores para glicocorticóides. 
Em cobaias, durante o período final da gestação, observa-se um 
aumento dos receptores de glicorticóides e redução dos receptores para 
mineralocorticóides no hipocampo e redução dos receptores para 
glicocorticóides no PVN. Esses receptores, por sua vez, atuam na 
regulação do eixo HPA. Adicionalmente, observa-se um aumento do 
ACTH e do cortisol plasmático (Owen e Matthews, 2003). 
 
28 
 
Figura 2: O papel do estresse intra-uterino na unidade mãe-placenta-feto 
em humanos. O estresse intra-uterino ativa o eixo HPA materno, aumentando os 
níveis de CRH e de cortisol na circulação materna. O cortisol, por sua vez, 
aumenta a produção e liberação de CRH placentário na circulação 
sanguínea. Em contraste com a produção hipotalâmica do CRH que é inibida 
pelo cortisol, a produção do CRH placentário está aumentada, induzindo um 
aumento do cortisol no plasma fetal. O CRH placentário  atinge o encéfalo do 
feto, podendo influenciar o hipocampo fetal, ativando os receptores de CRH.  O 
estresse intra-uterino também reduz a expressão e a atividade da 11β-HSD2 
na placenta.  HPA: eixo hipotálamo-hipófise-adrenal; CRH: hormônio liberador 
de corticotropina: 11β-HSD2: desidrogenase tipo 11β-hidroxiesteróide 2. 
(Modificado de Charil et al. 2010). 
 
As proles adultas de ratas tratadas com dexametasona durante o 
período final da gestação apresentaram redução no volume e no número 
de células no Núcleo Accumbens (NACC). Adicionalmente, as taxas de 
proliferação celular mostraram-se reduzidas na Área Tegmental Ventral 
(ATV), área que envia projeções dopaminérgicas para o NACC, bem 
como para o leito do NACC (Leão et al., 2007). 
Os  níveis fetais de GCs em roedores se correlacionam com os 
níveis maternos de glicocorticóides, sugerindo que os fetos de mães 
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estressadas durante a gestação também estão expostos a elevados níveis 
de GCs (Takahashi et al., 1998). Os GCs maternos podem afetar o 
desenvolvimento renal, reduzir o número de néfrons, aumentar 
a expressão dos receptores para glicorticóides, promover 
hipersensibilidade a vasoconstritores e afetar a regulação da pressão 
arterial na prole (ver revisão em Cottrell e Seckel, 2009).  O aumento de 
receptores para glicocorticóide no fígado esta relacionado ao aumento 
da expressão e atividade das enzimas gliconeogênicas, como a 
enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase, resultando em resistência à 
insulina e intolerância à glicose na idade adulta (Nyirenda et al., 1998; 
ver revisão em Cottrell e Seckel, 2009). 
A desidrogenase 11β-hidroxiesteróide placentária tipos 1 e 2 
(11β-HSD 1/2) é um importante mecanismo de proteção materno-
placentária que  normalmente previne a transmissão de 
glicocorticóides em excesso para o feto; porém, sob condições  de 
estresse crônico (estresse materno ou administração exógena de 
corticosterona), esses mecanismos podem se mostrar deficientes 
deixando o feto vulnerável a ação dos GCs. Assim, a placenta controla a 
exposição fetal aos hormônios tanto maternos como placentários, 
como por exemplo, o cortisol. A inibição da enzima11β-HSD2 pelo 
estresse intra-uterino pode ser responsável pelo baixo peso ao 
nascer, parto prematuro e pré-eclâmpsia. Assim, o CRH placentário e 
a 11β-HSD2 desempenham papéis importantes na modulação dos 
efeitos do estresse intra-uterino e, possibilita considerar a placenta como 
órgão primário na programação fetal (ver revisão em Charil et al., 
2010). 
O estresse intra-uterino, através da ação das catecolaminas pode 
aumentar a resistência vascular da placenta e provocar prejuízo do fluxo 
sanguíneo e aumento da resistência vascular. Vários estudos 
encontraram associações entre inflamação da placenta e desordens do 
desenvolvimento neurológico e danos encefálicos (ver revisão em Charil 
et al., 2010). 
 
1.4 Mecanismos transplacentários do estresse pré-natal por LPS 
A administração sistêmica de LPS, um componente da parede 
celular de bactérias gram-negativas, leva à ativação da resposta imune 
inata que consiste principalmente na indução de 
citocinas, inflamação, febre, ativação da cascata do complemento, 
ativação do eixo HPA e a exibição de um comportamento doentio. A 
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ligação do LPS ao receptor do tipo toll (TLR-4) em macrófagos e outras 
células do sistema imunológico desencadeia uma transdução de 
sinais em cascata (Figura 3), levando à ativação de fatores de 
transcrição, como o fator nuclear kappa B (NFκB) e posterior 
transcrição dos genes que codificam citocinas pró/anti-inflamatórios, 
quimiocinas e proteínas do sistema complemento. O LPS promove a 
síntese e liberação de uma família de citocinas pró-inflamatórias; as 
mais proeminentes são as interleucinas, IL-1,  IL-6 e o fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α), sendo o TNF-α um dos principais mediadores dos 
efeitos deletérios (ver revisão em Boksa, 2010). 
O LPS injetado em ratos durante a gestação provoca a liberação 
do TNF-α, IL-1β e IL-6 após 2-8 horas no líquido amniótico e na 
placenta. De modo semelhante, observa-se após 4 horas um aumento na 
concentração de IL-1β no plasma fetal. Em camundongos observa-se 
após uma hora e meia o aumento de TNF-α  no fluído aminiótico, fígado 
e encéfalo dos fetos. Adionalmente, após 3 horas ocorre à liberação de 
IL-6 no encéfalo dos fetos (ver revisão em Boksa, 2010). 
Os filhotes expostos ao LPS, gerados por mães que receberam 
LPS no período pré-natal, apresentam uma redução dos níveis de TNF-α 
e IL-1β, da contagem de monócitos, eosinófilos e neutrófilos durante o 
período neonatal, devido ao comprometimento da ativação do TLR4. Os 
níveis de corticosterona circulantes também se apresentam reduzidos e 
essa redução pode estar relacionada com os baixos níveis de IL-1β, pois 
a mesma é capaz de ativar o eixo HPA (Hodyl et al., 2008). Outra 
possível explicação está no período de exposição neonatal ao LPS (5° 
dia pós-natal) que é um período caracterizado pela transição imune de 
células T helper 2 (Th2) para células T helper 1 (Th1), período esse de 
colonização bacteriana normal que ocorre com a exposição ao ambiente 
extra-uterino. Por uma falha no sistema imune neonatal, semelhante a 
“hipótese da higiene”, a estimulação insuficiente por bactérias 
no período neonatal resultaria em uma falha para a maturação de Th1 e 
um consequente aumento na predominância de Th2 (Hodyl et al., 2008). 
A IL-1 e o TNF -α são produzidos localmente no endotélio e 
agem sobre fibroblastos e células endoteliais induzindo sua própria 
síntese, bem como o de IL-6 e outras citocinas. Na seqüência, as IL-
6 circulantes interagem com alvos no encéfalo induzindo a síntese da 
ciclooxigenase-2 (COX-2) que por sua vez promove a síntese de 
prostaglandinas (PG) no hipotálamo (ver em revisão Boksa, 2010). 
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Figura 3: Possíveis mecanismos de mediação de efeitos da infecção  intra-
uterina na função encefálica. O diagrama ilustra os mecanismos envolvidos na 
mediação dos efeitos agudos e de longo prazo decorrentes da administração 
sistêmica de endotoxinas de bactérias, lipopolissacarídeos (LPS).  A ligação 
do LPS no receptor TLR-4 induz a liberação das citocinas pró-inflamatórias 
(TNF -α, IL-1, IL-6) e citocinas anti-inflamatórias, quimiocinas, 
prostaglandinas, leucotrienos e a ativação da cascata do complemento na 
circulação materna. A IL-6 interage com alvos no encéfalo que são capazes de 
induzir a síntese de ciclo-oxigenase-2, influenciar o eixo hipotalâmico (indução 
de um estado febril) e os neuropeptídeos (promover a anorexia e o aumento da 
secreção de glicocorticoides). O aumento da produção de citocinas também leva 
à diminuição de zinco no plasma fetal e materno, através da indução de 
metalotioneínas hepáticas. O LPS aumenta as citocinas placentárias e o estresse 
oxidativo, fatores que contribuem para a disfunção placentária.  Os fatores 
acima mencionados contribuem para o prejuízo no desenvolvimento do encéfalo 
fetal, esses incluem o aumento de IL-6  no plasma materno, os níveis de 
glicocorticóides, febre materna, desnutrição, disfunção placentária, baixas 
concentrações de zinco materno / fetal, estresse oxidativo e exposição direta dos 
neurônios fetais a níveis aumentados de citocinas. Abreviaturas: AMPAR: 
receptor α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionato; CRF: fator de 
liberação de corticotropina;  GCs: glicocorticóides; IL: 
interleucinas; LPS: lipopolissacarídeo; NMDAR: receptor N -metil- d -
aspartato; NPY: neuropeptídeo Y; PGE: prostaglandina E; POMC: neurônios 
pró-opiomelanocortina; TLR: receptor do tipo toll; TNF: fator de necrose 
tumoral; Zn: zinco (Modificado de Boksa, 2010). 
 
 
 
32 
1.5 Efeito pós-natal do estresse intra-uterino induzido pelo LPS 
Em humanos, sabe-se que as infecções provocadas por bactérias 
gram-negativas são reconhecidamente as causas de aborto e parto 
prematuro, devido à intensa resposta inflamatória (Romero et al., 1988). 
Em roedores, a administração de LPS intra-uterino tem sido associada a 
prejuízos no desenvolvimento, incluindo, óbito fetal e parto prematuro 
(Buhimschi et al., 2003). 
As mudanças mais proeminentes observadas em longo prazo 
no encéfalo da prole, decorrentes de uma resposta inflamatória incluem: 
a ativação da microglia, aumento do estresse oxidativo, das citocinas, 
aumento dos níveis de Proteína Glial Fibrilar Ácida (GFAP), lesões da 
substância branca e hipomielinização, alterações estruturais e 
eletrofisiológicas no hipocampo e alteração na transmissão de 
monoaminas (ver revisão em Boksa, 2010). 
Em humanos, a infecção materna bacteriana possui também 
relação com a paralisia cerebral infantil. As citocinas possuem um papel 
importante na alteração morfológica encefálica, sendo diretamente 
relacionadas à morte neuronal, desorganização neuronal, sinaptogênese 
anormal, arborizações dendríticas deficientes e anormalidades nos 
sistemas neurotransmissores. Mesmo entre os prematuros que mais tarde 
desenvolveram paralisia cerebral, cerca de 50% não apresentam 
anormalidade craniana neonatal no exame de ultra-som. Uma possível 
explicação seria de que algumas anormalidades estruturais estão 
presentes, porém, o ultra-som não consegue detectá-las. Outra 
possibilidade é de que as limitações cognitivas não possuem uma 
correlação estrutural, mas sim, uma função anormal do cérebro (ver 
revisão em Dammann et al., 2002). 
Os neurônios serotonérgicos no sistema mesolímbico possuem 
grande participação no controle de comportamentos emocionais 
relacionados ao estresse, como ansiedade e depressão (ver revisão em 
Lowry et al., 2008). Adicionalmente, observa-se papel semelhante nos 
neurônios dopaminérgicos, e seu envolvimento em comportamentos de 
medo (ver revisão em Pezze e Feldon, 2004). As citocinas TNF-α e IL-
1β atuam na regulação da sobrevivência embrionária de neurônios 
dopaminérgicos e serotonérgicos (Jarskog et al., 1997). No 10º dia de 
gestação, a injeção de LPS (33 µg/kg) provoca na prole redução de 
neurônios DA na substância negra e dos neurônios 5-HT no núcleo 
dorsal da rafe (Wang et al., 2009). Importante considerar que nesse 
período embrionário ocorre a gênese dos primeiros neurônios 5-HT 
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(11º-12º dia) (Lauder, 1990), e dos neurônios DA (12º dia) (Specht et 
al., 1981). 
As fêmeas expostas ao LPS (100 mg / kg) no 9º dia da gestação, 
as proles adultas do sexo masculino apresentaram o comportamento 
social reduzido. A escolha do tempo para a injeção do estressor teve por 
base a formação da placa neural.  Já os filhotes de fêmeas expostas ao 
LPS no 9º dia gestacional não mostraram o comportamento tipo 
ansiedade muito evidente. A explicação para essa observação pode estar 
relacionada com a fase inicial de desenvolvimento, quando, a exposição 
ao LPS seria capaz de provocar um impacto maior na organização 
cerebral associada ao comportamento social do que sobre o 
comportamento tipo ansiedade (Kirsten et al., 2010). Destaca-se que a 
exposição de fêmeas ao LPS em um período gestacional superior, ou 
seja, no 17º dia, resultou em aumento expressivo do comportamento tipo 
ansiedade na prole (Hava et al., 2006). 
Esses dados são indicativos de que a exposição ao LPS em um 
estágio posterior de desenvolvimento embrionário é mais eficaz na 
indução de um fenótipo de ansiedade nas proles (Lin et al., 2011). A 
exposição ao LPS durante o período final da gestação aumenta o 
comportamento típico de ansiedade e depressão, que é proporcional à 
idade da prole do sexo masculino (Enayati et al., 2011). 
A administração de IL-6 na gestação pode prejudicar o 
aprendizado espacial e provocar alterações no hipocampo da prole, 
incluindo a perda neuronal, astrogliose, aumento da subunidade do 
receptor GABAAα5, subunidade do receptor NR1, aumento da 
expressão do mRNA para a GFAP e da proteína caspase-3 (Samuelsson 
et al. 2006; ver revisão em Boksa et al.,2010). O hipocampo também é 
alterado pelo LPS, que por sua vez reduz a atividade dos receptores de 
N-metil D-Aspartato (NMDA) e provocou prejuízos na plasticidade 
sinaptica da região CA1 do hipocampo (Lanté et al., 2007; ver revisão 
em Boksa, 2010). 
A administração de IL-1 na gestação tem relação com a ativação 
da microglia na substância branca do prosencéfalo e com os déficits 
motores  da prole, associados com o quadro clínico de esquizofrenia 
(ver revisão em Boksa, 2010). 
A infecção materna por LPS (Borrel et al., 2002), ou por Poly 
IC (do inglês polyinosinic-polycytidylic acid, ácido poli-inosínico-
policitidílico), motraram-se capazes de provocar  indicadores 
comportamentais de esquizofrenia, observado na diminuição  da 
Inibição do Pré Pulso (PPI) (Shi et al., 2003).  Adicionalmente, a 
infecção materna por LPS alterou na prole adulta os marcadores 
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dopaminérgicos, com aumento da liberação dopaminérgica estriatal 
e anormalidades anatômicas em estruturas límbicas (Borrel et al., 2002). 
Os animais com expressão aumentada de IL-10, pela exposição 
pré-natal ao Poli IC, apresentaram redução nos comportamentos 
indicadores de esquizofrenia, sugerindo que as citocinas anti-
inflamatórias desempenham um papel protetor. No entanto, o aumento 
da expressão de IL-10 na ausência do tratamento pré-natal  prejudicou o 
comportamento exploratório e a inibição latente, sugerindo que um 
balanço crítico de citocinas pró e anti-inflamatórias se faz necessário 
para um neurodesenvolvimento normal (Meyer et al., 2008; ver revisão 
em Boksa, 2010). 
 
1.6 O estresse oxidativo e o estresse pré-natal 
As Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) são produtos de um 
metabolismo normal celular e desempenham um papel vital na 
estimulação de vias de sinalização em resposta a mudanças no meio 
intra e extracelular decorrente das condições ambientais  (Jabs, 1999). A 
maioria das EROs são geradas nas células pela cadeia respiratória 
mitocondrial (Poyton et al., 2009). 
 O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a 
produção de radicais livres e seus metabólitos reativos, as espécies 
reativas de oxigênio, e sua eliminação se dá por meio de mecanismos 
antioxidantes (Durackova, 2010).  
Durante o estresse ocorre a ativação do receptor ativado por 
proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1α) pelos receptores ß-
adrenérgicos e os receptores de citocinas na superfície celular, que 
ativam as vias de sinalização envolvendo a Proteína Quinase AMP 
ativada (PKA) e vias da Proteína Quinase Ativadas por Mitógeno 
(p38MAPK) (ver revisão em Manoli et al., 2007). 
A PGC-1 α ativa a expressão dos Fatores Respiratórios Nucleares 
(NRFs) que por sua vez, regulam a transcrição do Fator de Transcrição 
Mitocondrial (Tfam), e interagem com o Receptor Relacionado ao 
Estrogênio (TRE), Receptor Proliferador Ativador de Peroxissoma 
(PPAR) e da tireóide e receptores de glicocorticóides e retinóides. Esses 
contribuem para a regulação da biogênese mitocondrial e vias de 
oxidação de ácidos graxos (ver revisão em Manoli et al., 2007).   
Os mecanismos do estresse oxidativo ocorrem principalmente na 
mitocôndria, por ser o maior consumidor de oxigênio. Os 
glicocorticóides podem ativar os genes nucleares e mitocôndrias na 
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regulação da função e da biogênese mitocondrial, enquanto os 
receptores de glicocorticóides podem entrar na mitocôndria, regular 
DNA mitocontrial (DNAmt) de transcrição, e aumentar a produção 
mitocondrial, com conseqüente aumento no bombardeamento de prótons 
na membrana mitocondrial e a geração de EROs (ver revisão em Manoli 
et al., 2007).   
Durante a inflamação, células da imunidade inata, como os 
mastócitos e leucócitos deslocam-se para o local da lesão, com 
consequente aumento celular repiratório que resulta no aumento da 
liberação e de acúmulo de EROs no local do dano (ver revisão em 
Hussain et al., 2003). 
A infecção durante a gestação induzida por injeção de LPS 
aumenta os marcadores indicativos de estresse oxidativo, além de 
provocar redução da atividade antioxidante como a redução dos níveis 
de glutationa no encéfalo dos fetos (Paintlia et al., 2008; Lanté et al., 
2008; ver revisão em Boksa, 2010). Em adição, o aumento dos 
marcadores indicativos do estresse oxidativo nos filhotes, e a redução da 
glutationa também se apresentam reduzidos no encéfalo dos neonatos 
(Zhu et al., 2007; ver revisão em Boksa). 
O LPS no período gestacional é capaz de provocar estresse 
oxidativo no hipocampo de fetos machos, evidenciado por uma ascensão 
rápida na carbonilação de proteínas e pela diminuição dos níveis de α-
tocoferol e na proporção da glutationa reduzida / glutationa oxidada 
(GSH / GSSG), prejuízos das correntes de NMDA na região CA1 do 
hipocampo e consequente prejuízo da memória espacial, prejudicando 
tanto a plasticidade sináptica quanto a memória espacial nas proles 
adultas (Lanté et al., 2007). 
Vários antioxidantes protegem as proles de camundongos contra 
o óbito e retardo no crescimento como conseqüência da exposição intra-
uterina ao LPS (Xu et al., 2005 e Chen et al., 2006). O estresse oxidativo 
no encéfalo do feto pode ser prevenido pelo tratamento das mães, com N 
- acetilcisteína, que é um anti-oxidante e inibidor do NFκB,  antes e 
posteriormente à administração de LPS (Lanté et al., 2008; ver revisão 
em Boksa). Os mecanismos celulares antioxidantes constituem um 
sistema complexo enzimático (por exemplo, superóxido dismutase 
(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, catalase e 
antioxidantes não-enzimáticos (por exemplo, glutationa (GSH), 
vitaminas C e D) (Sies et al., 1991). 
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Figura 4: Ação da glutationa no sistema antioxidante. A atividade da 
cadeia transportadora de elétrons leva a formação do ânion superóxido (-O2) 
que sob a ação da enzima superóxido dismutase (SOD) origina o peróxido de 
hidrogênio (H2O2). O H2O2 é convertido em água pela ação da enzima 
glutationa peroxidase (GPx). Essa reação consome duas moléculas de glutationa 
que são oxidadas (GSSG). Em seguida, a GSH é regenerada através da enzima 
glutationa redutase (GR) que reduz GSSG a GSH (Modificado de Prevedello, 
2009). 
 
1.7 Peso corporal e os modelos de estresse no período intra-uterino 
Crianças geradas por mães expostas a estressores psicossociais 
durante o período médio e final de gestação tendem a nascer prematuras 
e com menor tamanho (Lou et al., 1994; Wadhwa et al., 1993). A 
administração de dexametasona no período final da gestação provocou 
redução do peso ao nascer (Levitt et al., 1996). 
O estresse por desnutrição materna provoca diferentes efeitos em 
relação à redução/aumento do peso corporal, dependendo do período em 
que é aplicado (ver revisão em Charil et al., 2010). A desnutrição em 
mulheres gestantes durante o 3º trimestre de gestação reduz o tamanho 
da placenta e o peso do recém-nascido; porém, quando a desnutrição 
ocorre durante o primeiro trimestre da gravidez, aumenta o peso 
placentário, sem qualquer impacto sobre o peso dos recém-nascidos 
(Lumey, 1998; ver revisão em Charil et al., 2010). A restrição alimentar 
em roedores a partir da metade da gestação diminui o tamanho da 
placenta e do peso fetal. A explicação para essa conseqüência é que a 
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desnutrição afeta de forma irreversível o peso da placenta no período 
máximo de demanda nutricional para o feto, provocando redução da 
demanda nutricional, o que contribui para o baixo peso corporal após o 
nascimento (Belkacemi et al., 2009; ver revisão em Charil et al., 2010) 
Em humanos, gestantes que passaram por restrição nutritiva 
(Fome Holandesa-1944-1945) durante a gestação tiveram maior 
incidência de filhos adultos do sexo masculino com obesidade, doenças 
cardíacas e diabetes (Roseboom et al., 2000). Em roedores expostos a 
vários estressores (nado forçado, exposição ao frio, restrição, estresse 
social e alteração do ciclo claro/escuro), em momentos imprevisíveis 
durante a gestação, observou-se um aumento na massa corporal em 
descendentes do sexo masculino, que persistiu até a idade adulta do 
mesmo (Schulz et al., 2011). Estressores variados aplicados de forma 
imprevisível durante a gestação induziram nas proles um aumento no 
peso em ambos os sexos (Thamashiro et al., 2009). Há estudos que 
relatam um efeito contrário, ou seja, redução do peso corporal, em 
proles de mães submetidas ao estresse de nado forçado durante a 
gestação (Drago et al., 1999). 
Segundo a hipótese de Barker et al., 1998, alterações metabólicas 
e endócrinas maternas podem promover uma “programação” 
permanente na prole, de modo a alterar mecanismos neuroendócrinos 
relacionados ao metabolismo e contribuir com a promoção de doenças 
coronárias, diabetes e hipertensão. Sabe-se que os hormônios podem 
atravessar a barreira placentária-fetal e participar nesse processo de 
programação, como a insulina (Menon et al., 1990), corticosterona 
(Takahashi et al., 1998; Lesage et al., 2001) e a leptina (Smith e 
Waddell et al., 2003). 
O período pós-natal também é crucial para a formação do sistema 
regulador de apetite no hipotálamo. As projeções para o núcleo 
arqueado em roedores desenvolvem-se plenamente na 3ª semana pós-
natal (Grove et al., 2005). Os receptores de glicocorticóide são 
altamente modificados no período pós-natal; por exemplo, indivíduos 
com maior cuidado materno tendem a ter aumento na expressão de GR 
no hipocampo e menor resposta do eixo HPA. Dados opostos são 
observados em proles que passaram por um menor cuidado materno 
(Weaver et al., 2004). 
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1.8 Mecanismos de ação do midazolam, e o efeito ansiolítico sob 
condições de estresse 
O tratamento com benzodiazepínicos produz efeitos ansiolíticos 
nos animais avaliados no labirinto em cruz elevado (ver revisão em 
Rosa et al., 2000).  A avaliação do comportamento tipo ansiedade no 
labirinto em cruz elevado se dá através das medidas de espaço e o tempo 
em evasão dos braços abertos (ver revisão em File, 1992), 
comportamento de avaliação de risco (ver revisão em Cruz et al., 1993) 
e atividade locomotora (ver revisão em File, 1992).  Um aumento na 
porcentagem de entradas nos braços abertos ou na percentagem de 
tempo nos braços abertos indica redução da ansiedade (ver revisão em 
Menard e Treit, 1999). A redução da atividade locomotora é indica o 
comportamento do tipo ansiedade (ver revisão em File, 1992). O 
comportamento de avaliação de risco é caracterizado como postura 
estendida, mergulho de cabeça nas laterais abertas e, é uma estratégia 
etológica indicadora de comportamento tipo-ansiedade (ver revisão em 
Cruz et al., 1993).   
Os benzodiazepínicos agem nos receptores GABA-A (ácido Ƴ–
aminobutírico). Essa ação dos benzodiazepínicos por sua vez, promove 
uma resposta inibitória neural, através do aumento da frequência da 
abertura dos canais de Clˉ (ver revisão em Allison e Pratt, 2008). 
Os compostos benzodiazepínicos são capazes de atenuar a 
ansiedade. Esses agem principalmente no hipotálamo (Zahner et al., 
2007) amígdala, Locus coeruleos, núcleo do trato solitário (Caldji et al., 
2000) e a substância cinzenta periaquedutal (Mendes-Gomes e Nunes-
de-Souza, 2005). A explicação para essa alteração comportamental se dá 
porque os neurônios gabaérgicos possuem forte influência inibitória 
sobre as vias de estresse. O núcleo dorsomedial hipotalâmico, o núcleo 
leito da estria terminal e a área pré-óptica medial possuem projeções 
gabaérgicas e consequentemente um papel inibitório sobre o PVN, 
responsável pela liberação do CRH. O núcleo dorsomedial hipotalâmico 
promove a inibição da neurotransmissão do PVN e a área pré-óptica 
medial inibe a secreção de corticosterona e a estimulação da amígdala 
(ver revisão em Hermann et al., 2008). 
A sensibilidade da subunidade do receptor GABA-A pode ser 
modulada por fatores ambientais como o estresse (Biggio et al., 1990). 
Uma hipótese teórica nas alterações provocadas no sistema gabaérgico 
pelo estresse está baseada na idéia de que o potencial de reversão do Cl- 
na membrana da célula ter sido modificado em certas regiões do 
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cérebro, especialmente em indivíduos que foram expostos a estímulos 
estressores (ver revisão em Bäckström et al., 2011). Nos vertebrados 
durante o desenvolvimento fetal e no período pós-natal inicial, a 
concentração intracelular de Cl- é comparativamente elevada, e por esse 
motivo a ativação de receptores GABA-A causa excitação. Em 
contraste, a concentração intracelular de Cl- nos neurônios de adultos é 
relativamente baixa e a ativação de receptores GABA-A proporciona 
uma inibição da atividade neuronal. O potencial de membrana no 
sistema gabaérgico pode se alterar no período embrionário e causar 
modificações duradouras neste sistema (Kahle et al., 2008; ver revisão 
em Bäckström et al., 2011).  
Considerando a relevância dos dados expostos e a necessidade de 
elucidar as alterações fisiológicas e comportamentais provocadas na 
prole decorrentes da exposição a diferentes estímulos estressores, o 
presente trabalho se propôs a investigar os efeitos da exposição ao 
estressor imunogênico LPS no período intra-uterino e na idade adulta 
sobre o comportamento tipo-ansiedade e no mecanismo anti-oxidante da 
GR. De modo a ampliar esses conhecimentos, o protocolo experimental 
de adoção cruzada (cuidados  com as proles - mães biológicas X mães 
adotivas/substitutas) foi inserido nesse estudo, com o objetivo de 
analisar o impacto dessa variável no modelo de exposição ao estresse 
intra-uterino. 
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2 OBJETIVOS 
2.1 Objetivo geral 
Avaliar o impacto do estresse intra-uterino sobre o 
comportamento tipo ansiedade e a atividade da glutationa redutase no 
córtex e hipocampo de camundongos na idade adulta. 
 
2.2 Objetivos específicos 
•Avaliar o impacto do estresse intrauterino, LPS aplicado no 
período gestacional, sobre o peso corporal, o comportamento do 
tipo ansiedade e a atividade da glutationa redutase no córtex e 
hipocampo da prole adulta.   
•Avaliar o comportamento do tipo ansiedade em camundongos 
expostos ao LPS na fase adulta, provenientes de mães expostas 
ao LPS no período gestacional.  
•Avaliar os efeitos do midazolam administrado em prole de 
camundongos na fase adulta, provenientes de mães expostas ao 
LPS no período gestacional.  
•Avaliar o impacto da adoção cruzada na prole adulta de 
camundongos submetidos ao modelo de exposição ao LPS na 
fase intra-uterina. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
Os procedimentos do presente estudo foram aprovados pelo 
Comitê de Ética para uso de animais (CEUA) da Universidade Federal 
de Santa Catarina (protocolo 23080.029998/2009-23). 
 
3.1 Animais 
Trinta e seis casais de camundongos suíços fornecidos pelo 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) 
foram utilizados para a reprodução. Todos os animais foram mantidos 
em salas com temperatura controlada (21 ± 2◦C), ciclo de claro / escuro 
12:12 (luzes acesas 6:00-18:00 h) em gaiolas de polipropileno (19 cm × 
30cm × 13 cm) antes do demame. Após esse período, os animais foram 
isolados em gaiolas (13X30X19), contendo água e ração Nuvilab ad 
libitum, com a seguinte composição nutricional: milho integral moído, 
farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de cálcio, fosfato bicálcico, 
cloreto de sódio, vitamina A, vit. D3, vit. E, vit. K3, vit. B1, B2, B6 e 
B12, niacina, pantotenato de cálcio, ácido fólico, biotina, cloreto de 
colina, sulfato de ferro, monóxido de manganês, óxido de zinco, sulfato 
de cobre, iodato de cálcio, selenito de sódio, sulfato de cobalto, lisina, 
metionina. 
 
3.2 Acasalamento dos animais 
O protocolo de acasalamento dos camundongos consistiu na 
introdução de machos férteis em gaiolas de reprodução onde se 
encontravam fêmeas residentes, mantendo se um casal por gaiola. O 
primeiro dia de gestação foi determinado através da visualização do 
plug vaginal. No oitavo dia de gestação, as fêmeas foram divididas 
aleatoriamente em dois grupos distintos, de acordo com os protocolos 
experimentais abaixo. 
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3.3.1 Exposição de fêmeas prenhas ao estressor imunogênico – LPS. 
Grupo L: As fêmeas prenhas receberam uma única dose de LPS 
(10 µg/kg de LPS (Escherichia coli sorotipo 055: B5 - Sigma Chemical 
Co. - St. Louis, MO) diluído em PBS (0,1 M) em 0,2 ml (XU et al., 
2007). A injeção de LPS foi feita por via intraperitoneal, às 8:00 da 
manhã, início do período claro. 
Grupo C: As fêmeas desse grupo foram mantidas sem 
manipulação durante o período gestacional (grupo controle). 
As fêmeas de ambos os grupos foram mantidas isoladas em 
câmaras distintas, sem a possibilidade de contato auditivo e visual direto 
com outros animais, mas com as mesmas condições ambientais de 
temperatura, iluminação e ventilação. 
 
3.3.2 Tratamento das proles 
Os filhotes das fêmeas dos grupos L (injetadas com LPS) e C 
(não manipuladas) foram desmamados no 21º de vida, alojados 
individualmente em gaiolas de polipropileno (19 cm × 30cm × 13 cm) e 
o peso corporal mensurado a cada três dias, até os animais completarem 
45 dias de vida. No 45º dia, às 8:00 horas da manhã (período claro), os 
filhotes das fêmeas dos grupos L e C foram aleatoriamente distribuídos 
em subgrupos, sendo cada um deles  constituído de no mínimo 11 
animais. Esses animais receberam tratamento diferenciado como 
explicado na Tabela 1, a seguir: 
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Tabela 1: Representação do protocolo experimental do tratamento das 
proles.  
Grupos – Fêmeas 
prenhas/tratamento 
no 8° dia de gestação 
 
Subgrupos - Proles 
tratadas 
no 45° dia de idade 
 
 
Histórico da prole 
(primeira letra- 
tratamento mãe, 
segunda letra - 
tratamento prole) 
 
L L  L/L 
L P  L/P 
L M  L/M 
L S  L/S 
C L C/L 
C P C/P 
C M C/M 
C S C/S 
Legenda: Grupos-tratamento das fêmeas prenhas: L=(LPS - 10 µg/ 
kg/i.p/0,2mL), C=controle, sem manipulação. Subgrupos-tratamento da 
prole: L=(LPS - 5µg  / kg/i.p./0,2mL), P=(PBS - 0,2 ml/animal), 
M=(Midazolam - 1,0 mg / kg/0,2ml), S=(Sem tratamento). 
 
3.3.3 Exposição das proles ao labirinto em cruz elevado (LEC) 
Os animais pertencentes aos subgrupos L e P foram testados no 
LEC, cerca de quatro horas após a injeção de LPS ou PBS. Os animais 
do subgrupo M foram testados 30 minutos após a injeção de midazolam. 
Os animais do subgrupo S, não manipulados, foram igualmente testados 
no LEC. Após a finalização desse teste, os animais foram sacrificados 
mediante anestesia por inalação de éter vaporizado.  As amostras de 
hipocampo e do córtex frontal foram coletadas e armazenadas em 
freezer a -80 º C para posterior medida da atividade da GR. 
 
3.4 Adoção cruzada (cross-fostering) 
Os animais submetidos à adoção foram transferidos para as 
fêmeas progenitoras (“mães adotivas”) do mesmo grupo experimental. 
O termo adoção também será utilizado em alguns momentos, de forma 
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genérica como referência a transferência de ninhadas entre “mães 
biológicas e adotivas”, a despeito de ser adoção cruzada ou não. 
O método de adoção cruzada consiste em remover os filhotes de 
suas “mães biológicas” ao nascimento e colocá-los para serem criados 
por “mães substitutas” que receberam outro tratamento durante a 
gestação (os filhotes de uma “mãe” são adotados por outra, e vice-
versa).  
Todos os protocolos de adoção, cruzada ou não, foram realizadas 
no intervalo de no máximo 24 horas após o nascimento. 
 
3.4.1 Tratamento de fêmeas prenhas biológicas ou adotivas e proles. 
As progenitoras “mães biológicas ou adotivas”, foram submetidas 
ao mesmo protocolo experimental citado no item 3.3, ou seja, receberam 
a injeção de LPS (10 µg/kg) - Grupo L) ou não foram submetidas à 
manipulação - (Grupo C).  
As proles foram submetidas aos mesmos tratamentos, citados 
no item 3.3.1, ou seja, administrados com LPS (5µg/kg/intraperitoneal), 
PBS (0,2 mL/animal) ou midazolam (1,0 mg/kg/0,2mL).   
Com o objetivo de avaliar o efeito dos diferentes tratamentos 
realizados nas “mães” sobre as proles tratadas ou não, várias 
combinações experimentais de adoção cruzada foram realizadas e estão 
descritas na Tabela 2. As combinações abaixo são representativas dos 
tratamentos realizados. 
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Tabela 2: Representação do protocolo experimental de adoção.  
Tratamento da 
fêmea 
biológica 
Tratamento da 
fêmea adotiva 
Tratamento da 
prole no 
45º dia de 
idade 
Histórico da prole 
(primeira letra- 
mãe biológica, 
segunda letra - mãe 
adotiva e terceira 
letra- tratamento 
da prole) 
L C L LC/L 
L C P LC/P 
L C M LC/M 
C L L CL/L 
C L P CL/P 
C L M CL/M 
C C L CC/L 
C C P CC/P 
C C M CC/M 
Legenda: Grupos-tratamento das fêmeas prenhas biológicas e adotivas: 
L=(LPS - 10 µg/kg/i.p/0,2mL), C=controle, sem manipulação. 
Tratamento da prole: L= (LPS - 5µg  / kg/i.p./0,2mL), P=(PBS - 0,2 
ml/animal), M=(Midazolam - 1,0 mg/kg/0,2ml), S=(Sem tratamento). 
 
3.4.2 Exposição das proles submetidas à adoção cruzada no 
Labirinto em Cruz Elevado (LEC). 
Todos os animais expostos ao protocolo de adoção foram testados 
no LCE. As proles que receberam a injeção de LPS ou PBS foram 
expostas ao LEC, após transcorridas quatro horas desse procedimento. 
Por sua vez, as proles tratadas com midazolam foram expostas ao LEC, 
30 minutos depois da referida aplicação. 
 
3.5 Teste no Labirinto em Cruz Elevado 
O teste do LEC foi realizado em um labirinto adaptado para 
camundongos em sessão única de 5 minutos para cada animal. O 
aparelho, feito de PVC, possui quatro braços cruzados de 35 cm de 
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comprimento e 5 cm de largura, com dois deles, opostos,  fechados por 
paredes laterais de 15 cm de altura. Os braços abertos contêm  bordas 
com 2 mm de altura ao longo de todo o seu perímetro para evitar a 
queda dos  animais.  O labirinto ficou elevado a 40 cm de altura do piso.  
A sala onde os testes foram realizados possuía uma câmera digital com 
sistema infravermelho de foto feixe, localizada 150 cm acima do 
labirinto e que permitiu a gravação do comportamento do camundongo 
no escuro. A gravação foi feita em VHS e analisadas off-line com o 
software freeware Etholog, disponível no endereço 
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/Lab/2727/ethohome.html 
site. Os níveis do comportamento do tipo-ansiedade foram 
determinados, considerando: 
1. a percentagem de tempo gasto nos braços abertos (% TBA); 
2. a porcentagem de tempo gasto na avaliação de risco (%TAR); 
3. a duração média dos episódios de avaliação de risco (EMAR), 
calculada  pela divisão da somatória do tempo em avaliação de risco, 
pelo número de avaliações de risco no teste no LCE, 
4. a ambulação que é o somatório de entradas no braço aberto e do 
braço fechado e 
5. o número de avaliações de risco (NRisco).  
O achatamento das costas e alongamento do corpo do animal em 
uma postura de “espiar se esticando” sobre o braço aberto, bem como 
mergulhar de cabeça para o lado do labirinto e voltar nos braços 
fechados, foram adotados como medida de avaliação de risco. 
 
3.6 Atividade da glutationa redutase 
O hipocampo e o córtex frontal de cada animal foi 
homogeneizado em 300 µL de tampão HEPES (20 mM, pH 7,0), 
centrifugados a 20.000 força centrífuga relativa (FCR) a 4° C e o 
sobrenadante coletado para a dosagem da enzima GR. A atividade da 
GR foi determinada pelo método descrito por Carlberg e Mannervik, 
1971. A leitura foi realizada em um comprimento de onda de 340 nm 
em um espectrofotômetro. O meio de reação foi composto de 10 mL de 
tampão fosfato (KPI) 0,25 M, 9,94 mL de água destilada e 53,3 mL de 
NADPH (100 mM). Para determinar o valor basal das amostras no 
espectrofotômetro, foi adicionado a cubeta 400 mL do meio de reação 
em 55 mL de água destilada e 20 mL de amostra.  Uma vez determinado 
o valor basal base usando um comprimento de onda de 340 nm, foi 
adicionado 25 mL do substrato GSSG para permitir o consumo de 
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NADPH na reação por cinco minutos. O decaimento por minuto foi 
obtido subtraindo-se o consumo de NADPH inespecífica. O valor obtido 
foi dividido pelo coeficiente de extinção molar do NADPH (ε = 6220 
M-1 cm-1) multiplicado pela diluição. O valor foi expresso em unidades 
/ mg de proteína. Uma unidade = 1 mmol / ml / min. Para a análise da 
atividade da GR, o conteúdo de proteína total no córtex e hipocampo foi 
quantificada pelo método de Bradford (1976). A absorbância foi lida em 
espectrofotômetro a 595 nm usando albumina bovina. 
 
3.7 Análise Estatística 
Os resultados do LEC foram expressos em média e erro padrão 
da média e submetidos à análise de variância de 3-vias (ANOVA): 1- 
exposição  ou não da fêmea  gestante ao LPS, 2- Exposição ou não da 
prole na idade adulta ao LPS, PBSou midazolam 3- sexo (macho e 
fêmea). 
Os níveis da atividade de enzimas antioxidantes GR foram 
expressos como média e erro padrão da média e foram submetidas a 
uma análise de variância de 4-vias, com os mesmos fatores considerados 
na análise do comportamento e acrescentando o local de mediada da 
atividade da enzima (córtex frontal e hipocampo).  
Os efeitos da adoção (transferência de prole de mãe C para mãe 
adotiva C) foi submetida à análise de variância de 3 vias: 1- adoção 
(prole adotada e não adotada), 2 – tratamento antes do teste no LEC (P, 
L,M) e 3- sexo (macho, fêmea). 
Os dados da adoção cruzada (mãe biológica e adotiva com 
tratamentos diferentes) foram submetidas a uma análise variância de 4-
vias, com as seguintes variáveis: 1- tratamento mãe progenitora (C ou 
L), 2- tratamento mãe adotiva (C ou L), 3- tratamento da prole antes do 
teste no LEC (P, L, M), 4-sexo (macho e fêmea). 
O peso corporal foi submetido a uma análise de variância 2-vias 
para amostras repetidas.  
O teste Post-hoc utilizado foi o teste de Tukey. O valor p 
independentemente do resultado obtido, foi limitado em sua 
apresentação para p<0,01(**) e o nível de significância adotado foi de 
p<0,05(*). 
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4 RESULTADOS 
4.1 Avaliação do peso corporal nas proles geradas por fêmeas 
expostas ao LPS 
A exposição de fêmeas prenhas ao estressor imunogênico 
provocou aumento no ganho de peso corporal das proles, quando 
comparado com as proles de mães controle (Figura 5), (F (7, 609) = 
8,0457, p <0,01). Essa diferença foi significativa a partir do 33º ao 45º 
dia de vida nas proles fêmeas (p<0,001). 
A análise do resultado de ganho de peso corporal das proles, 
independentemente da manipulação realizada nas fêmeas prenhas 
mostrou que camundongos machos apresentam um ganho de peso 
corporal maior do que as fêmeas (F (1, 87) = 5,9302, p <0,05). 
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Figura 5: Média e erro padrão do ganho de peso corporal aferido no período 
pós-natal nas proles fêmeas (A) e machos (B) de camundongos gerados por 
fêmeas injetadas com LPS /Grupo L e por fêmeas não manipuladas/Grupo C. 
Obs.: Os asteriscos sobre as barras indicam o nível de significância estatística 
na comparação de proles que receberam tratamento pré-natal diferente (* = 
p<0,05). 
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4.2 Análise do comportamento do tipo ansiedade 
O comportamento do tipo ansiedade foi analisado pela 
Porcentagem de Tempo nos Braços Abertos (%TBA), pela Porcentagem 
de Tempo em Avaliação de Risco (%TAR), pelo número de avaliações 
de risco (NRISCO), Episódio Médio em Avaliação de Risco (EMAR) e 
a ambulação. 
 
4.2.1 Porcentagem de tempo nos braços abertos (%TBA) 
O comportamento do tipo ansiedade, avaliado pela %TBA, foi 
afetado pelos fatores: 1. exposição ao LPS no período gestacional, 2. 
sexo e 3. exposição ao LPS na idade adulta (F (1, 109) = 36,410, p 
<0,01), contudo, sem apresentar interação.  
Uma redução significativa na %TBA foi constatada nas proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS, quando esse dado foi comparado 
com o observado em proles geradas por fêmeas não manipuladas (Grupo 
C) (Figura 6A). 
 
4.2.2 Porcentagem de tempo em avaliação de risco (%TAR) 
A exposição ao LPS no período gestacional promoveu alterações 
na porcentagem de tempo em avaliação de risco (F (1, 109) = 16,503, p 
<0,01), (Figura 6B e 6C). 
Observou-se uma redução significativa da %TAR nas proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS em relação ao grupo CT (p <0,01). 
O fator, exposição ao estressor imunogênico no período gestacional, 
apresentou interação estatística significante com o fator sexo (F (1, 109) 
= 4,7336, p <0,05), de forma que, as proles fêmeas geradas por fêmeas 
não manipuladas (controle) apresentaram maior %TAR, quando 
comparadas com as proles machos (p <0,05).  
A análise dos fatores sexo e exposição ao estressor imunogênico 
no período gestacional mostraram um efeito significativo sobre a %TAR 
(F (1, 51) = 13,641, p <0,01), de modo a provocar uma diminuição nas 
fêmeas (p<0,01). Esses dados foram obtidos ao efetuar-se a comparação 
com as proles fêmeas geradas por fêmeas não manipuladas. Na análise 
comparativa post-hoc, as fêmeas expostas ao LPS no período 
gestacional, independentemente da exposição ao LPS na idade adulta 
53 
(L/S, L/P e L/L), apresentaram menor %TAR (p<0,05) comparados as 
proles geradas por fêmeas controles (C/S, C/P e C/L). 
 
4.2.3 Análise do número de avaliação risco (Nrisco) 
A análise do número em avaliação de risco (Nrisco) não sofreu a 
influência da exposição ao LPS no período gestacional, assim como da 
exposição da prole ao LPS na idade adulta (Figura 7D e 6E). O único 
fator que provocou efeito no Nrisco foi o sexo: as proles fêmeas 
realizaram a avaliação de risco com maior freqüência quando 
comparadas com as proles machos (F (1, 109) = 4,2987, p <0,05). 
 
4.2.4 Episódio médio de avaliação de risco (EMAR) 
O episódio médio de avaliação de risco (EMAR) nas proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS foi menor quando comparado com 
o EMAR das proles geradas por fêmeas não manipuladas (F (1, 109) = 
21,164, p <0,01). O EMAR não sofreu influência do fator sexo e da 
exposição ao LPS na idade adulta, assim como também não foi 
observada interação entre o fator sexo e exposição ao LPS na idade 
adulta (Figura 7F). 
 
4.2.5 Ambulação 
As proles expostas ao LPS no período gestacional mostraram um 
padrão de ambulação diferente das proles geradas por mães não 
manipuladas (F(1,109)= 5,83, p=0,01734). O fator, exposição ao 
estímulo estressor no período gestacional, interagiu com a exposição ou 
não ao LPS na vida adulta (F(2,109)=5,147, p=0,073). Embora os 
valores de ambulação sejam muito semelhantes, o efeito da exposição ao 
LPS no período de desenvolvimento fetal se faz presente ao expor a 
prole adulta a um estressor. A análise post-hoc não mostrou 
significância estatística na comparação dois a dois entre os grupos 
(Figura 7 G). 
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Figura 6: Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado (LEC) de proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS durante o período gestacional, dados 
expressos em média e erro padrão da média: A- Porcentagem de tempo nos 
braços abertos (% TBA) sem distinção de sexo; B - Porcentagem de tempo em 
avaliação de risco (% TAR) em fêmeas; C - %TAR em machos. Siglas: 
Exposição da fêmea gestante: L- LPS; C-controle/sem manipulação. Exposição 
da prole adulta: S- sem manipulação; P = PBS; L = LPS. Obs.: Os asteriscos 
sobre as barras indicam o nível de significância estatística na comparação de 
proles que receberam tratamento pré-natal diferente e tratamento semelhante na 
vida adulta (* = p<0,05). 
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Figura 7: Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado (LEC) de proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS durante o período gestacional, dados 
expressos em média e erro padrão da média: D – Número de avaliações de risco 
(Nrisco) em machos; E- Nrisco em fêmeas; F- Episódio médio de avaliações de 
risco (EMAR = Trisco / Nrisco) sem distinção de sexo. G-Ambulação, sem 
distinção de sexo. Siglas: Exposição da fêmea gestante: L- LPS; C-controle/sem 
manipulação. Exposição da prole adulta: S- sem manipulação; P = PBS; L = 
LPS. Obs.: Os asteriscos sobre as barras indicam o nível de significância 
estatística na comparação de proles que receberam tratamento pré-natal 
diferente e tratamento semelhante na vida adulta (* = p<0,05). 
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4.3 Midazolam e exposição ao LPS no período gestacional 
Segundo os dados apresentados na Figura 8A, a %TBA observada 
nas proles geradas por fêmeas expostas ao LPS foi significativamente 
menor do que a verificada nas proles geradas por fêmeas não 
manipuladas (F(1, 109)=36,410, p<0,01). 
Uma interação significativa foi observada entre o fator exposição 
de proles ao estressor imunogênico no período gestacional e o fator 
tratamento da prole adulta com ansiolítico (F(1,77) = 5,6543, p <0,05). 
Verificou-se um aumento significativo na %TBA nas proles geradas por 
fêmeas expostas ao LPS e tratadas com midazolam na idade adulta, 
sobretudo quando esse dado foi comparado aos obtidos com as proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS, mas que receberam PBS na idade 
adulta (p< 0,05).  
Adicionalmente, observou-se uma redução da %TBA nas proles 
geradas por fêmeas expostas ao LPS e tratadas com midazolam na idade 
adulta. Essa redução foi significativa quando esse dado foi comparado 
ao obtido nas proles geradas por fêmeas não expostas ao LPS e tratadas 
com midazolam na idade adulta (p<0,01).  
As análises da %TBA mostraram que as proles geradas por 
fêmeas expostas ao LPS e injetadas com PBS na idade adulta, exibiram 
uma redução da %TBA, quando comparadas às proles geradas por 
fêmeas não expostas ao LPS e injetadas com PBS na vida adulta 
(p<0,05). 
 Observou-se nos dados da %TAR, uma interação entre o fator 
exposição ao estressor imunogênico no período gestacional e o fator 
tratamento da prole com ansiolítico na idade adulta (F (1, 73) = 7,3073, 
p<0,01), (Figura 8B). Independentemente da exposição da progenitora 
ao LPS no período gestacional, as proles tratadas com midazolam na 
idade adulta exibiram uma redução na %TAR, quando comparadas às 
proles tratadas com PBS na idade adulta (p<0,05). 
O número de avaliações de risco (Nrisco) foi menor nas proles 
tratadas com midazolam na idade adulta, independentemente do 
protocolo experimental ao qual as fêmeas prenhas foram submetidas, ou 
seja, exposição ou não ao LPS (F (1, 73) = 16,421, p <0,01), (Figura 
9C). 
O tratamento das proles com midazolam foi capaz de gerar um 
efeito sobre o EMAR (F (1, 73) = 44,764, p<0,01). As proles, 
independentemente de terem sido geradas por fêmeas expostas ao LPS 
ou não, quando tratadas com midazolam na idade adulta, apresentaram 
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um diminuição significativa no EMAR. Essa evidência foi constatada 
quando se comparou esses dados com aqueles obtidos de proles 
injetadas com PBS na vida adulta (p<0,01), (Figura 7D). Nenhuma 
interação foi observada entre o fator exposição ao estressor imunogênico 
com o fator tratamento da prole com ansiolítico.  
O tratamento das proles com midazolam exerceu um efeito 
significativo na ambulação (F (2, 107)= 32,971, p=0,01), independente 
do sexo ou a exposição ao estressor imunogênico no período gestacional 
(Figura 9E). 
C / P L / P C / M L / M
0
20
40
60
80
%
Te
m
po
 
n
o
s 
Br
aç
o
s 
A
be
rto
s 
(%
TB
A
)
A
**
*
  _____________________________________
_____________________________________
**
*
C / P L / P C / M L / M
0
5
10
15
20
25
%
 
Te
m
po
 
em
 
A
v
al
ia
çã
o
 
de
 
Ri
sc
o
 
(%
TA
R)
B
 
Figura 8: Comportamento no LEC de proles geradas por fêmeas expostas ao 
LPS durante o período gestacional e tratadas com midazolam na idade adulta, 
dados expressos pela média e erro padrão da média. Os dados não possuem 
distinção de sexo. A- % TBA; B - % TAR; C – Nrisco; D- EMAR em machos. 
E-Ambulação, sem distinção entre sexos. Siglas: Exposição da fêmea gestante: 
L- LPS; C-controle/sem manipulação. Exposição na idade adulta: M = 
Midazolam; P = PBS. Obs.: O asterisco sobre as colunas indica o nível de 
significância estatística na comparação de proles com tratamento no período 
pré-natal diferente e tratamento no período pós-natal semelhante. Os asteriscos 
sobre as barras indicam comparação nas proles tratadas pós-natal (* = p<0,05 e 
** = p<0,01). 
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Figura 9: Comportamento no LEC de proles geradas por fêmeas expostas ao 
LPS durante o período gestacional e tratadas com midazolam na idade adulta, 
dados expressos pela média e erro padrão da média. Os dados não possuem 
distinção de sexo. A- % TBA; B - % TAR; C – Nrisco; D- EMAR em machos. 
E-Ambulação, sem distinção entre sexos. Siglas: Exposição da fêmea gestante: 
L- LPS; C-controle/sem manipulação. Exposição na idade adulta: M = 
Midazolam; P = PBS. Obs.: O asterisco sobre as colunas indica o nível de 
significância estatística na comparação de proles com tratamento no período 
pré-natal diferente e tratamento no período pós-natal semelhante. Os asteriscos 
sobre as barras indicam comparação nas proles tratadas pós-natal (* = p<0,05 e 
** = p<0,01). 
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4.4 A atividade da GR e exposição ao LPS no período gestacional 
A ANOVA de 4 vias mostrou alterações significativas na 
atividade da GR no hipocampo (Figura 10A e B), mas não no córtex 
frontal (Figura 8C e D), (F(1,128)= 68,395, P= 0,001), frente à 
exposição ao LPS no período de desenvolvimento fetal. Apesar disso, a 
atividade da GR foi maior no córtex do que no hipocampo (F(1,128) = 
68,395, p< 0,01). 
Uma interação significativa entre os fatores: 1. exposição ao 
estímulo imunogênico no período gestacional, 2. sexo e 3. exposição ao 
LPS na idade adulta foi observada sobre a atividade da GR no 
hipocampo (F (1, 64) = 16,284, p <0,01). 
 As proles machos apresentaram uma atividade da GR 
significativamente maior em relação às proles fêmeas (F (1, 64) = 
17,559, p <0,01). As proles machos expostas ao LPS na idade adulta, 
geradas por fêmeas também expostas ao LPS, apresentaram uma 
diminuição significativa (p<0,01) da atividade da GR quando 
comparadas as proles que receberam PBS na idade adulta e que foram 
geradas por fêmeas expostas ao LPS. Esse mesmo efeito foi observado 
quando se comparou a atividade da GR nas proles geradas por fêmeas 
não expostas ao LPS, independentemente da exposição ao LPS na idade 
adulta (p <0,01). 
As proles fêmeas expostas ao LPS na idade adulta e no período 
gestacional tiveram um aumento nos níveis de atividade da GR no 
hipocampo em relação às fêmeas expostas ao PBS na idade adulta, 
geradas por fêmeas expostas ao LPS (p<0,01). Esse aumento na 
atividade da GR não ocorreu nas proles fêmeas de mães não expostas ao 
LPS no período gestacional. 
A exposição ao LPS no período gestacional e na idade adulta das 
proles não foi capaz de induzir alteração na atividade da GR no córtex 
(Figura 10C e D). A análise do fator gênero não revelou dados 
estatisticamente significantes sobre a atividade da GR no córtex, porém, 
essa atividade foi maior (machos e fêmeas), quando comparad com 
atividade no hipocampo (F(1,128)=68,395, p<0,01) 
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Figura 10: A atividade de glutationa redutase de proles geradas por fêmeas 
expostas e não exposta ao LPS durante o período gestacional, no hipocampo de 
proles machos (A) e no hipocampo de proles fêmeas (B); no córtex frontal dos 
machos (C) e no córtex frontal de proles fêmeas (D). Siglas: Exposição da 
fêmea gestante: L- LPS; C-controle/sem manipulação. Exposição da prole 
adulta: S- sem manipulação; P = PBS; L = LPS. Obs.: Os asteriscos sobre as 
barras indicam o nível de significância estatística na comparação de proles que 
receberam tratamento pré-natal diferente e tratamento semelhante na vida adulta 
(** = p<0,01). 
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4.5 Adoção e exposição ao LPS no período gestacional 
A análise do efeito do protocolo de adoção no comportamento 
tipo ansiedade foi realizada, comparando-se proles C, geradas e criadas 
pelas próprias progenitoras não manipuladas (fêmeas não expostas ao 
LPS), com proles geradas por progenitoras não manipuladas, mas que 
foram adotadas por outras fêmeas não manipuladas CC. Uma 
diminuição significativa da %TBA foi observada nas proles CC, ou seja, 
que passaram pelo processo de adoção (F (1, 75) = 13,930, p <0,01), 
(Figura 11A). O fator sexo, assim como a exposição ou não ao LPS na 
idade adulta não afetaram a %TBA no modelo de adoção utilizado.  
O modelo de adoção foi capaz de induzir uma diminuição da 
%TAR (F (1, 75) = 9,0467, p <0,01). Observou-se uma interação do 
modelo de adoção com o fator sexo (F (1, 75) = 9,6183, p <0,01), sendo 
esse efeito constatado apenas em proles fêmeas (Figura 11B), como 
confirmado na análise de pos-hoc (p<0,01). 
A adoção induziu um aumento do Nrisco (F (1, 75) = 18,067, p 
<0,01). Em contraposição, a exposição das proles ao LPS na idade 
adulta foi responsável por uma redução do Nrisco em um nível 
marginalmente significativo em comparação com as proles expostas ao 
PBS (F (1, 75) = 3, 7.510, p =0,056) na idade adulta (Figura 11C). 
Nenhuma interação do fator sexo e a exposição ou não ao LPS da prole 
na idade adulta foi observada. 
O modelo de adoção induziu uma redução do EMAR (F (1, 
75)=42,034, p <0,01), independentemente da exposição ou não ao LPS 
na idade adulta (Figura 11D). 
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Figura 11: O comportamento no LEC de proles adotadas, dados expressos em 
média e erro padrão, sem distinção de sexo: A- %TBA; B - %TAR sem 
distinção de sexo, e sem distinção entre as exposições agudas; C –Nrisco; D -  
EMAR sem distinção de sexo. Siglas: C = proles geradas por fêmeas não 
manipuladas e criadas por suas progenitoras (sem adoção). CC = prole geradas 
por fêmeas não manipuladas e criadas por fêmea não manipulada (com adoção). 
Exposição na idade adulta: L = LPS; P = PBS. Obs.: Os asteriscos sobre as 
barras indicam o nível de significância na comparação entre grupos (** = 
p<0,01). 
 
4.6 Adoção e exposição ao Midazolam na idade adulta 
O efeito do midazolam nos animais submetidos à adoção foi 
analisado pela comparação com seus controles, ou seja, as proles 
tratadas com PBS na idade adulta. O tratamento das proles com 
ansiolítico induziu um aumento significativo na %TBA (F (1, 77) = 
63 
85,433, p <0,01), independentemente de terem sido adotadas. Esse 
resultado foi obtido através da comparação de proles expostas ao PBS 
na idade adulta (Figura 12A). 
Uma redução significativa na %TAR (F (1, 77) = 21,264, p 
<0,01) foi verificada em proles tratadas com ansiolítico na idade adulta, 
independentemente de terem sido adotadas. Todavia, a análise de post-
hoc mostrou que a redução na %TAR foi mais evidente nas proles não 
adotadas, quando comparadas às proles adotadas (p<0,05), (Figura 12B).  
Uma interação entre a adoção e o tratamento com ansiolítico foi 
observado nas análises do Nrisco (Figura 12C), (F (1, 77) = 9,4631, p 
<0,01), com um aumento do Nrisco nas proles adotadas (p<0,01). 
O tratamento da prole com midazolam na idade adulta não 
reduziu o Nrisco nas proles adotadas, diferentemente do observado nas 
proles não adotadas (p<0,05). 
As proles não adotadas tratadas com midazolam na idade adulta 
tiveram uma redução significativa (p<0,05) do Nrisco quando 
comparadas com proles não adotadas, expostas ao PBS na idade adulta. 
O mesmo efeito foi observado quando se comparou esses dados com os 
de proles adotadas e tratadas com midazolam na idade adulta.  
Uma interação significativa foi observada entre o modelo de 
adoção e o tratamento com ansiolítico na análise do EMAR (F (1, 77) = 
6,5002, p <0,05) (Figura 12D), com uma redução significativa (p <0,05) 
do EMAR em proles tratadas com midazolam independentemente de 
terem sido adotadas. Esses dados foram observados quando comparados 
aos obtidos com proles expostas ao PBS. As proles adotadas expostas ao 
PBS na idade adulta tiveram uma redução significativa (p<0,05) do 
EMAR, quando se comparou as proles não adotadas, expostas ao PBS 
na idade adulta. 
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Figura 12: Comportamento no LEC de proles adotadas e tratadas com 
midazolam, dados expressos em média e erro padrão, dados sem distinção de 
sexo: A- % TBA; B - % TAR; C - Nrisco; D - EMAR. Siglas: C = proles 
geradas por fêmeas não manipuladas e criadas por suas progenitoras (sem 
adoção). CC = prole geradas por fêmeas não manipuladas e criadas por fêmea 
não manipulada (com adoção). Exposição na idade adulta: M = Midazolam; P = 
PBS. Obs.: Os asteriscos sobre as barras indicam o nível de significância na 
comparação entre grupos (*= p<0,05, ** = p<0,01). 
 
4.7 Adoção cruzada (Cross Fostering) 
Para analisar as conseqüências do protocolo de adoção cruzada 
sobre a %TBA, %TAR, Nrisco e EMAR, os dados dos seguintes grupos 
foram analisados: 1. proles CC geradas por fêmeas não manipuladas e 
adotadas por fêmeas não manipuladas,  2. proles CL geradas por fêmeas 
não manipuladas e adotadas por fêmeas expostas ao LPS durante a 
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gestação, 3. proles LC geradas por fêmeas expostas ao LPS durante a 
gestação e adotadas por fêmeas não manipuladas.  
A %TBA das proles submetidas à adoção cruzada não 
diferenciou daquela observada nas proles adotadas (Figura 13A). O 
tratamento com PBS ou LPS na vida adulta alcançou um efeito 
marginalmente significante (F(1,132)= 3,7398, p= 0,056). Essa 
significância estatística marginal foi proporcionada principalmente pela 
elevação da %TBA nas proles expostas aos efeitos do LPS durante a 
gestação e injetadas com LPS antes do teste no LCE na vida adulta. 
A %TAR foi influenciada pelos protocolos de adoção (F (2,132) 
= 7,277, p= 0,001), (Figura 13B), com as proles adotadas exibindo uma 
%TAR maior do que as proles submetidas à adoção cruzada CL 
(p<0,005) e LC (p<0,01). O fator adoção cruzada interagiu com o fator 
tratamento na vida adulta e com fator sexo (F(2,132) = 5,277, p<0,001). 
Entre as proles de animais machos tratadas com PBS na vida adulta, as 
que foram geradas por mães tratadas com LPS durante a gestação e 
criadas por mães não tratadas, apresentaram uma %TAR menor do que 
aquelas proles geradas por mães não tratadas com LPS durante a 
gestação, independentemente de terem sido criadas por mães tratadas ou 
não com LPS durante a gestação (p<0,01 para as duas comparações). 
O Nrisco, da mesma forma que o %TAR, sofreu redução com o 
protocolo de adoção cruzada, quando comparado com o protocolo de 
adoção CC (F (2,132) = 4,4206 p<0,05), sendo essa redução 
significativa na comparação da prole CC com a prole LC (p<0,01). O 
protocolo de adoção interagiu com o tratamento antes do teste no LCE 
(F(2,132) = 5,8358, p<0,001), (Figura 13C). 
O EMAR não sofreu influência da adoção cruzada quando 
comparado à adoção, assim como pelo sexo ou tratamento na vida 
adulta (Figura 13D). 
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Figura 13: O comportamento no LEC de proles submetidas à adoção cruzada.  
Dados expressos em média e erro padrão, sem distinção de sexo. A - %TBA; B 
- %TAR; C - Nrisco; D - EMAR. Siglas: CC-proles de progenitoras não 
manipuladas, adotadas por fêmeas não manipuladas; CL-proles geradas por 
fêmeas não manipuladas, adotadas por fêmeas expostas ao LPS durante a 
gestação; LC-proles geradas por fêmeas expostas ao LPS durante a gestação e 
adotadas por fêmeas não manipuladas. Exposição na idade adulta: L = LPS; P = 
PBS. Obs.: Os asteriscos sobre as barras indicam o nível de significância na 
comparação entre grupos (*= p<0,05, ** = p<0,01). 
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5. DISCUSSÃO 
O objetivo deste estudo foi avaliar na prole de camundongos 
submetidos a um estímulo imunológico durante a gestação, indicadores 
de efeitos a longo prazo que comprometam a homeostasia e o 
comportamento. Nossos resultados mostraram que proles adultas 
geradas por fêmeas expostas a uma dose baixa de LPS (10 µg/kg/i.p.) no 
oitavo dia de gestação apresentam um aumento da massa corporal 
durante o período de desenvolvimento pós-desmame, um aumento no 
comportamento do tipo ansiedade, pela redução da %TBA, e alterações 
na atividade da GR no hipocampo frente a novas exposições ao LPS. 
O aumento no ganho de massa corporal que observamos está de 
acordo com outros estudos em que proles de roedores expostos ao LPS 
no período gestacional se tornaram obesas, com características de 
síndrome metabólica e consequente resistência à insulina (Nilsson et al., 
2001), e aumento plasmático de leptina (Nilsson et al., 2001;  Wei et al., 
2007). Proles expostas a estressores variáveis não imunogênicos durante 
a terceira semana gestacional também apresentam o peso corporal mais 
elevado do que as proles geradas por fêmeas não-estressadas 
(Thamashiro et al., 2009).  
A exposição ao estresse induz alterações expressivas nos níveis 
de glicocorticóides e de leptina, interferem nos circuitos hipotalâmicos 
de controle da ingestão alimentar, porém em sentidos opostos (Jean-
Renaud e Rohner-JeanRenaud 2000). Enquanto a leptina exerce um 
efeito anoréxico (Van dijk et al., 1999), os glicocorticóides quando 
administrados no cérebro reduzem a sua ação e, observa-se 
consequentemente aumento da obesidade nos animais (Jean-Renaud e 
Rohner-JeanRenaud 2000). A comprovação desse efeito é observada em 
animais adrenalectomizados, nos quais a leptina apresenta um efeito 
anoréxico mais proeminente, e na reversão desse efeito com o 
tratamento com dexametazona (Drazen et al., 2003). Em ratas gestantes 
expostas a estressores variados no final do período gestacional provoca 
na prole adulta diminuição da retroalimentação negativa sobre o eixo 
HPA (Koenig et al., 2005). Adicionalmente, os glicorticóides possuem 
relação com a obesidade (ver revisão em Bjorntorp e Rosmond, 2000), 
assim como resistência à insulina e aumento da leptina sérica, um 
indicador de resistência de seus receptores (Sugden et al., 2001). 
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O aumento do ganho de massa corporal observado neste estudo 
foi observado apenas após o desmame, e pode ser uma consequência do 
estresse induzido pelo isolamento social e privação materna. O período 
de desmame, na terceira semana pós-natal, coincide com o período em 
que se completa o amadurecimento das conexões do núcleo arqueado, 
importante na regulação da ingestão alimentar (Grove et al., 2005).  
A ação dos hormônios sexuais é um importante fator a ser 
considerado no controle da ingestão de alimentos, visto que ratas 
ovarioctomizadas apresentam-se com o peso corporal elevado. Em 
machos castrados observa-se efeito oposto, ou seja, redução do peso 
corporal quando castrados (Wallen et al., 2001)  Ratos machos gerados 
por fêmeas expostas ao estresse de “instabilidade social” no período 
gestacional apresentam redução dos níveis de testosterona antes e após o 
desafio reprodutivo (Kemme et al., 2006). Quando administrada em 
machos adultos castrados, o tratamento com testosterona proprionato em 
dose baixa (0,2 mg/kg) aumenta a ingestão de alimento e o ganho de 
peso corporal (Nunez e Grundman, 1982; Siegel et al., 1981).Todavia, 
quando tratados com alta dose (2,0 mg/kg), não apresenta aumento do 
ganho corporal efetivo e, apresenta-se principalmente com redução da 
massa adiposa e aumento da massa protéica (Siegel et al., 1981).  
A sensibilidade à leptina no sistema nervoso central de ratos 
machos ou fêmeas pode ser elevada com a administração de 17ß-
estradiol (Clegg et al., 2006). Enquanto a administração de leptina  em 
doses baixas tem um efeito estimulador sobre a secreção de 
gonadotropina, um efeito inibitório ocorre com a leptina em 
concentrações elevadas (ver revisão em Moschos et al., 2002). A leptina 
(2 a 500 ng / mL) a em cultura de células de Leydig, inibe a produção de 
testosterona estimulada por Gonadotropina Coriônica Humana (hCG) 
(Caprio et al., 1999).  
As alterações fisiológicas decorrentes da exposição a estressores 
no período de desenvolvimento fetal justificam o aumento da massa 
corporal da prole. A falta de significância estatística no ganho de massa 
dos machos está relacionada ao desenvolvimento até o 45º dia. 
Considerando a diferença crescente entre a massa das proles de mães 
expostas ao LPS ou ao PBS, é possível que em animais mais velhos a 
diferença de massa corporal adquira significância estatística também nas 
proles machos. 
A glutationa é uma enzima importante no processo de proteção 
antioxidante, e é recuperada para sua forma reduzida, através do papel 
antioxidante proporcionado pela enzima glutationa redutase (Sies et al., 
1991). 
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A exposição de ratas gestantes ao LPS induz nos fetos e neonatos 
um aumento dos marcadores indicativos de estresse oxidativo, além de 
provocar redução da atividade antioxidante, como a diminuição dos 
níveis de glutationa encefálicos (Paintlia et al., 2008; Lanté et al., 2007; 
Lanté et al., 2008). O aumento do estresse oxidativo e diminuição dos 
mecanismos de defesa antioxidantes são apontados no hipocampo de 
ratos injetados com LPS (Lanté et al., 2007) e camundongos injetados 
com hemácias de carneiro (Gonçalves et al., 2008). 
Em nossos experimentos observamos que a atividade da GR no 
córtex frontal da prole adulta não se altera significativamente com a 
exposição das fêmeas genitoras ao LPS, e nem mesmo com a exposição 
da prole adulta ao LPS. A atividade da GR no hipocampo também se 
mostrou semelhante entre as proles provenientes de genitoras expostas 
ou não ao LPS no período pré-natal; todavia, na prole de mães expostas 
ao LPS, o tratamento com LPS na vida adulta induziu alterações, com 
uma redução da atividade da GR nos machos e um aumento da atividade 
da GR nas fêmeas. 
Embora nossos resultados não apontem para uma redução na 
atividade da GR em situação basal (sem exposição ao LPS na idade 
adulta), a literatura mostra diminuição na proporção de glutationa 
reduzida/glutationa oxidada (GSH / GSSG) no hipocampo de ratos 
machos gerados por fêmeas expostas ao LPS (500 µg/kg) no 19º dia 
gestacional (Lanté et al., 2007). Esta redução na relação da GSH / GSSG 
poderia estar associada a um comprometimento da atividade da GR 
induzida pela exposição ao LPS no período gestacional, e a ausência de 
alterações na atividade dessa enzima GR em nosso experimento pode se 
dever ao fato de termos utilizado uma concentração muito baixa de LPS 
(10 µg/kg). 
Nas proles de genitoras expostas ao LPS no período gestacional a 
exposição ao LPS na vida adulta induziu aumento da atividade da GR 
nas proles fêmeas e uma redução da atividade da GR nas proles machos. 
Considerando os efeitos do estresse pré-natal nos níveis de hormônios 
esteroides gonadais e seus importantes efeitos antioxidantes, sugerimos 
que estes tenham relação com os dados obtidos em nossos experimentos. 
A testosterona apresenta um efeito neuroprotetor e possui importante 
papel antioxidante contra dano celular e lesão tecidual induzida pelo 
estresse oxidativo (Túnez et al., 2007) e o esgotamento dos andrógenos 
endógenos em ratos castrados aumenta a gravidade da lesão no 
hipocampo, possuindo importante função na viabilidade celular 
(Ramsden et al., 2003). E as proles de machos expostas ao estressor de 
instabilidade social e contenção física no período gestacional 
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apresentam níveis inferiores de testosterona antes e após o desafio 
reprodutivo na idade adulta (Kemme et al., 2006). Sabe-se que o eixo 
HPA possui papel inibitório sobre o eixo hipotálamo hipófise gonadal 
(ver revisão Chand e Lovejoy, 2011), e a exposição de neonatos de ratos 
Wistar machos ao LPS induz à redução da testosterona e a redução de 
LH nas fêmeas, na fase adulta (Walker et al., 2011). A redução de 
testosterona relatada na literatura dá sustentação para a redução da 
atividade da GR observada na prole de machos em nossos experimentos. 
Em proles fêmeas, o estresse induzido por exposição das mães em altas 
temperaturas durante a gestação resulta em um aumento na concentração 
sérica de testosterona na fase adulta e adia o aparecimento do primeiro 
ciclo estral (Vom Saal et al., 1990). Caso a injeção de LPS na prole 
fêmea adulta atue como um estressor, provocando o mesmo efeito 
elevador da testosterona observado nas fêmeas pela exposição ao calor, 
a elevação dos níveis de atividade da GR pode ser justificada pela 
elevação deste esteroide. Todavia, a comprovação do envolvimento 
deste mecanismo demanda estudos complementares. 
O protocolo de exposição de camundongos ao LPS no período 
gestacional resultou em redução da %TBA, indicativo de um aumento 
do comportamento do tipo ansiedade (ver revisão em File, 1992; ver 
revisão em Lister, 1987), na prole adulta. 
A exposição dos fetos a citocinas pró-inflamatórias está associada 
com o aumento da ansiedade e da depressão na idade adulta (Enayati et 
al., 2011). O TNF-α e a IL-1β atuam na regulação da sobrevivência 
embrionária de neurônios dopaminérgicos e serotonérgicos (Jarskog et 
al., 1997). A associação dos neurônios dopaminérgicos (ver revisão em 
Pezze e Feldon, 2004), e serotonérgicos no sistema mesolímbico tem 
grande participação no controle de comportamentos emocionais 
relacionados ao estresse, como medo e ansiedade (ver revisão em Lowry 
et al., 2008). Proles de ratas expostas ao LPS no 10º dia do período 
gestacional, período próximo a gênese dos primeiros neurônios DA no 
12º dia (Specht et al., 1981) e 5-HT no 11º-12º dia do período 
gestaciomal (Lauder, 1990), apresentam uma redução de receptores 5-
HT1A no hipocampo, associada com um aumento do comportamento do 
tipo ansiedade e redução dos neurônios 5-HT no córtex pré-frontral-
medial e no hipocampo. Adicionalmente, observa-se redução de DA no 
núcleo accumbens (Lin et al., 2011). O uso de protocolo semelhante 
induziu nas proles adultas de ratos uma perda significativa de neurônios 
dopaminérgicos na substância negra e de neurônios serotonérgicos no 
núcleo dorsal da rafe (Wang et al., 2009). A prole adulta de ratos Wistar 
do sexo masculino, gerada por fêmeas expostas ao LPS (100 µg/kg/ i.p.) 
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no 9º dia da gestação, apresentam um efeito mais expressivo no 
comportamento social, que é reduzido, com alterações pouco evidentes 
no comportamento do tipo ansiedade (Kirsten et al., 2010), enquanto a 
prole de progenitoras expostas ao LPS no 17º dia apresentam um 
aumento expressivo de comportamento do tipo ansiedade (Hava et al., 
2006).  
O papel da deficiência de dopamina (DA) no comportamento tipo 
ansiedade é pouco evidente, embora, ratos expostos ao LPS intra-uterino 
apresentam redução da DA no encéfalo (Zhu et al., 2007; Ling et al., 
2009), sem sinais de prejuízo motor até o 16o mês de idade (Ling et al., 
2009). Todavia, ocorre uma redução na atividade total e na velocidade 
do movimento em proles fêmeas no campo aberto grande, não sendo 
observados em campo aberto pequeno ou no LCE (Lin et al., 2011). 
A exposição de ratas ao LPS no 10º dia gestacional induz 
alterações de ansiedade na prole que não são acompanhadas redução nos 
receptores de glicocorticoides no hipocampo dorsal (Lin et al., 2011). A 
exposição ao LPS entre o 15º, 16 º e 17º dias de gestação aumenta do 
comportamento do tipo ansiedade e depressivo, acompanhado de uma 
hiperatividade do eixo HPA e, portanto, aumento na produção de 
corticosterona, que se exacerba com a idade nos descendentes machos 
(Enayati et al., 2011). A explicação para este resultado pode estar 
associado ao período de neurogênese do hipocampo e do núcleo 
accumbens em roedores. Considerando que, o núcleo accumbens 
desempenha importante papel na modulação da ansiedade e da 
depressão (Bewernick et al., 2010), assim como o hipocampo (Solati et 
al., 2010).  
A leptina tem um papel regulador do eixo HPA, a nível central e 
periférico (Malendowicz et al., 2007) ela inibe a produção de CRH 
hipotalâmico, e consequentemente, a atividade do eixo HPA (Heiman et 
al., 1997; Oates et al 2000). Ocorre uma desinibição do eixo HPA com 
um aumento nas concentrações de costicosterona e de leptina, por 
indução de uma resistência à leptina no córtex da adrenal, que por sua 
vez está relacionado com o aumento da ansiedade (Fraga-Marques et al., 
2009).  
A prole de mães tratadas com LPS teve uma redução da 
ambulação com as injeções i.p. antes dos testes no LCE, enquanto na 
prole de mães tratadas com PBS as manipulações precedendo os testes 
no LCE induziram um aumento na ambulação. Estes efeitos opostos, 
embora não expressivos, contribuíram para a significância estatística no 
efeito geral do tratamento materno na ambulação.  
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A injeção de midazolam, um benzodiazepínico agonista de 
receptor GABA-A (ver revisão em Allison e Pratt, 2008), induz um o 
efeito ansiolítico em ratos e camundongos avaliados no LCE, 
aumentando a %TBA (Mendes-Gomes e Nunes-de-Souza, 2005). O 
potencial de reversão do comportamento do tipo ansiedade nas proles 
tratadas com midazolam, observado na prole de mães não expostas ao 
LPS e da prole de mães expostas ao LPS na gestação se assemelharam, 
dobrando a %TBA. Todavia, como as proles geradas por fêmeas 
expostas ao LPS durante o período gestacional apresentaram uma 
%TBA inferior àquela das proles geradas por fêmeas não-manipuladas, 
a %TBA final também ficou em um nível inferior após o tratamento 
com midazolam. Na ambulação o efeito do midazolam foi semelhante 
ao efeito na %TBA, elevando o número de entradas nos braços do LCE 
para quase o dobro do observado sem o tratamento com midazolam.  
O tratamento de ratos com 0.25 mg/Kg de LPS durante a gestação 
induz uma redução na expressão de genes reguladores do 
desenvolvimento cerebral, especialmente aqueles que regulam a 
migração neuronal de interneurônios GABAérgicos corticais, associado 
com uma redução no contato social e no comportamento exploratório da 
prole na vida adulta (Oskvig, 2012). A expressão da subunidade alfa 2 
do receptor GABA A no hipocampo e na amígdala dos descendentes na 
vida adulta também se relaciona de forma invertida com a expressão de 
medo e ansiedade (Lehner et al., 2010). 
Os nossos resultados mostram um efeito do tratamento das mães 
gestantes com LPS no comportamento do tipo ansiedade e na 
locomoção, e a reversão destes efeitos de forma proporcional aos 
descendentes de mães não expostas ao LPS, a partir dos níveis basais de 
cada grupo com o tratamento com midazolam, o que sugere a ocorrência 
e envolvimento de uma redução na expressão de receptores 
GABAérgicos, conforme apontado pela literatura anteriormente 
mencionada. 
O objetivo da adoção cruzada foi verificar se as alterações 
observadas pela exposição ao LPS foram decorrentes de sua ação sobre 
a prole em desenvolvimento, ou foi decorrente de uma alteração na 
relação da mãe com o filhote (Hruba et al., 2009; Slamberova et al., 
2005), induzida pelo efeito do LPS nas mães. Todavia, precedendo a 
avaliação dos efeitos da adoção cruzada, foi necessário verificar o efeito 
da adoção, ou seja, avaliar possíveis alterações nos níveis do 
comportamento do tipo ansiedade pela adoção das proles geradas por 
fêmea não-exposta ao LPS, por uma fêmea também não-exposta ao 
LPS. 
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O nosso protocolo de adoção (fostering) consistiu em remover os 
filhotes de suas progenitoras não manipuladas no primeiro dia após o 
nascimento e colocá-los para serem criados por outra fêmea, adotiva, 
também não manipulada durante a gestação. Este protocolo foi 
escolhido por haver indicação de ausência de efeitos prejudiciais aos 
filhotes de roedores submetidos à adoção no primeiro dia de vida 
(Darnaudéry et, al., 2004; Barbazanges et al., 1996; Maccari  et al., 
1995), que exibem redução da secreção de corticosterona quando 
expostos ao estresse, redução da locomoção em um novo ambiente, 
redução da vocalização ultrassonica e melhora na capacidade de 
reconhecimento espacial. Por outro lado, adoções entre o 5º e o 12º dia 
pós-natal aumentam a secreção de corticosterona induzida pelo estresse, 
aumenta a resposta locomotora à novidade e reduz o reconhecimento 
espacial na idade adulta (Barbazanges et al., 1996). Camundongos que 
passam pela adoção no 7º dia após o nascimento apresentam redução 
serotonérgica no córtex e no hipocampo (Lu et al., 2009). 
Em nosso experimento, a adoção no primeiro dia induziu um 
aumento do comportamento do tipo ansiedade na prole adulta. Assim, 
apesar de todos os cuidados empregados na execução do protocolo de 
adoção, o protocolo parece ter gerado estresse nos filhotes ou nas mães 
adotivas, resultando em alterações comportamentais na prole adulta. A 
literatura mostra que indivíduos que recebem menos cuidado materno 
tendem a ter redução na expressão de receptor de glicocorticóide no 
hipocampo e maior resposta do eixo HPA, comparados com proles que 
tiveram maior cuidado materno (Weaver et al., 2004). Estas alterações, 
por sua vez, são relacionadas com aumento do comportamento do tipo 
ansiedade. O tratamento dos animais submetidos à adoção com 
midazolam resultou em um efeito ansiolítico mais expressivo do que nos 
animais provenientes e criados por mães expostas ao LPS, que pode ser 
observado não apenas no aumento da %TBA em relação aos mesmos 
grupos injetados com PBS (1,9 vezes para a prole de mães expostas ao 
LPS e 3,34 vezes nas proles adotadas), como também nos valores 
médios das %TBA (cerca de 35% na prole de mães expostas ao LPS e 
cerca de 57% na prole adotada), levando em conta que os descendentes 
de mães não expostas ao LPS e não adotados alcançaram a média de 
70% de TBA e o tratamento com midazolam dobra a %TBA quando 
comparado com o tratamento com PBS. Desta forma, apesar dos 
animais adotados exibirem níveis de comportamento do tipo ansiedade 
semelhantes aos dos descendentes de mães expostas ao LPS na gestação, 
suas sensibilidades ao tratamento com benzodiazepínicos são diferentes.  
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A da adoção cruzada não gera níveis de comportamento do tipo 
ansiedade diferentes daqueles induzidos pela adoção, exceto pelos 
animais provenientes de mães biológicas expostas ao LPS durante a 
gestação, criados por mães adotivas não expostas ao LPS e tratados com 
LPS antes do teste no LCE, que nos remete a um possível processo de 
tolerância ao LPS, conforme relatos da literatura (Nomura et al., 2000; 
Medvedev et al., 2000). Sugestão de uma tolerância ao LPS também é 
dado pelas alterações na atividade da GR nos animais provenientes de 
mães expostas ao LPS e tratados com LPS antes do teste no LCE; 
todavia, no comportamento do tipo ansiedade da prole não submetida à 
adoção não há sugestão de tolerância ao LPS. Ainda, neste experimento 
a prole não foi reexposta ao LPS, mas aos efeitos do LPS, visto que 
quando aplicado no período de gestação, não há indicação de passagem 
do LPS do corpo materno para o do feto. Assim, fica mais apropriado 
considerarmos uma tolerância aos efeitos das citocinas e dos 
glicocorticoides, em uma situação de estresse induzida no período de 
desenvolvimento fetal.  
Nossos dados reforçam as indicações de que a programação intra-
uterina é relevante no equilíbrio fisiológico e comportamental do 
indivíduo, e que durante a gravidez, a exposição a um processo 
inflamatório, mesmo que subclínico pode levar a prejuízos na resistência 
ao estresse. 
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6 CONCLUSÕES 
Nossos resultados demonstraram que a exposição ao estressor 
imunológico LPS no 8º dia de gestação promoveu as seguintes 
alterações nas proles adultas, 1- aumento na massa corporal, mais 
expressivo nas fêmeas do que nos machos; 2- redução da atividade da 
glutationa redutase nas proles machos, expostas ao LPS na idade adulta; 
3- aumento do comportamento tipo ansiedade, também confirmado pelo 
efeito ansiolítico do midazolam; 4- efeito ansiolítico do midazolam 
reduzido; 5- aumento do comportamento tipo ansiedade provocado pelo 
protocolo de adoção e consequente comprometimento dos dados de 
adoção cruzada; 6- tolerância aos efeitos ansiogênicos provocados pelo 
LPS, apenas em animais provenientes do protocolo de adoção cruzada, 
expostos ao LPS na vida adulta e ao LPS no período gestacional. 
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